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Meritve znotrajcelične koncentracije kalcija in cAMP v astrocitih po dodatku ligandov 
za adhezijske receptorje GPCR 
Povzetek 
Astrociti so heterogena skupina celic glije z mnogoterimi funkcijami, ki ohranjajo 
homeostazo osrednjega živčnega sistema (OŽS). Med drugim astrociti predstavljajo 
presnovno oporo nevronom in uravnavajo sinaptični prenos signala. Njihovo delovanje 
ni vezano le na fiziološke procese, temveč so vključeni tudi v odziv na patološke 
spremembe v OŽS. Za razliko od nevronov niso električno vzdražni, izkazujejo pa 
znotrajcelično vzdražnost, katere osrednji del sta sekundarna prenašalca ciklični 
adenozin-3',5'-monofosfat (cAMP) in Ca2+, ki uravnavata širok nabor celičnih procesov, 
kot so presnova, morfologija in medcelična komunikacija. Citosolni ravni Ca2+ in 
cAMP sta dinamično uravnavani z zunajceličnimi dražljaji preko z G-proteini 
sklopljenih receptorjev (GPCR), ki so prisotni na površini celic in ob aktivaciji 
povzročijo razpad trimernih G-proteinov na podenote. Slednje sprožijo sprostitev Ca2+ 
iz endoplazemskega retikuluma ter stimulirajo ali inhibirajo tvorbo cAMP preko 
interakcije z adenilat ciklazo. 
Latrofiline uvrščamo med adhezijske GPCR. V sesalskih celicah so poznani latrofilini 
tipa 1, 2 in 3, ki različno modulirajo sekundarne prenašalce – povišajo citosolno raven 
Ca2+ in znižajo ali povišajo citosolno raven cAMP. Latrofilini so prisotni tudi v OŽS in 
naj bi sodelovali pri nastanku ekscitatornih sinaps, aksonskemu privlaku in nevronski 
migraciji. Njihovo delovanje v kontekstu astrocitov pa je še slabo raziskano, zato je bil 
namen diplomskega dela ugotoviti, katere signalne poti se sprožijo v astrocitih po 
draženju z endogenim ligandom latrofilinov. V izoliranih podganjih astrocitih smo s 
fluorescenčno mikroskopijo v realnem času merili spremembe v znotrajcelični ravni 
cAMP in Ca2+, kot dražljaj pa smo uporabili ektodomeno mišjega tenevrina 2 (mTen2). 
Pred začetkom beleženja koncentracije Ca2+ smo astrocite obarvali s Ca2+-indikatorjem 
barvilom Fluo-4 AM, medtem ko smo za spremljanje ravni cAMP celice transficirali z 
nanosenzorjem Epac1-camps, ki temelji na Försterjevem resonančnem prenosu energije 
(FRET). Naši rezultati nakazujejo, da draženje astrocitov z mTen2 povzroči statistično 
značilen padec v znotrajcelični ravni Ca2+, medtem ko na znotrajcelično raven cAMP ne 
vpliva. Poleg tega smo opazili, da predhodno draženje celic z mTen2 zmanjša porast v 
znotrajcelični koncentraciji Ca2+ po draženju z noradrenalinom, agonistom 
adrenergičnih GPCR, glede na kontrolne celice, ki jih predhodno nismo dražili. Naši 








Measurements of intracellular concentration of calcium and cAMP in astrocytes after 
addition of adhesion GPCR ligands 
Abstract 
Astrocytes are a heterogeneous group of glial cells with many functions that maintain 
homeostasis of central nervous system (CNS). Among other things, astrocytes provide 
metabolic support to neurons and regulate synaptic signal transmission. In addition to 
roles in physiological processes, they are also involved in the response to pathological 
alterations in the CNS. Unlike neurons, astrocytes are electrically silent, however, they 
display intracellular excitability, the central part of which are the second messengers 
cyclic adenosine-3 ', 5'-monophosphate (cAMP) and Ca2+. These two regulate a wide 
range of cellular processes related to astrocyte metabolism, morphology and 
intercellular communication. Cytosolic levels of Ca2+ and cAMP are dynamically 
regulated by extracellular stimuli via G-protein coupled receptors (GPCRs) that are 
present on the cell surface and, upon activation, cause the dissociation of trimeric G-
proteins into subunits. The latter trigger the release of Ca2+ from the endoplasmic 
reticulum and stimulate or inhibit production of cAMP through interaction with 
adenylate cyclase. 
Latrophilins are classified as adhesive GPCRs. In mammalian cells one can find type 1, 
2 and 3 latrophilins, which modulate second messengers in various ways – they increase 
cytosolic Ca2+ concentration and decrease or increase cytosolic cAMP levels. 
Latrophilins are also present in the CNS and may be involved in excitatory synapse 
formation, axonal attraction, and neuronal migration. Their activity in the context of 
astrocyte function is still poorly investigated, so the aim of the thesis was to determine 
which signaling pathways are triggered in astrocytes after stimulation with endogenous 
latrophilin ligand. In isolated rat astrocytes, changes in the intracellular levels of cAMP 
and Ca2+ were measured by real-time fluorescence microscopy, and the ectodomain of 
mouse teneurin 2 (mTen2) was used as a stimulus. Prior to intracellular Ca2+ recordings, 
astrocytes were stained with the Ca2+-indicator dye Fluo-4 AM.To monitor intracellular 
cAMP levels cells were transfected with Förster Resonance Energy Transfer (FRET)-
based cAMP nanosensor Epac1-camps. Our results suggest that stimulation of 
astrocytes with mTen2 results in a statistically significant decrease in intracellular Ca2+ 
levels, whereas intracellular cAMP levels are unaffected. In addition, pre-stimulation of 
cells with mTen2 reduced the increase in intracellular Ca2+ concentration triggered by 
adrenergic GPCR agonist noradrenaline compared to control non pre-stimulated cells. 
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov 
α-LTX α-latrotoksin 
AC adenilat ciklaza 
ANLSH  
hipoteza astrocitno-nevronske laktatne poti (angl. »astrocyte-neuron lactate 
shuttle hypothesis«) 
AR adrenergični receptor 
ATP adenozin-5'-trifosfat 
BBB krvno-možganska pregrada (angl. »blood-brain barrier«) 
cAMP ciklični adenozin-3',5'-monofosfat  
CFP modrozeleni fluorescenčni protein 




Dulbeccovo spremenjeno Eaglovo gojišče (angl. »Dulbecco's Modified Eagle's 
Medium«) 
ER endoplazemski retikulum 
FBS fetalni goveji serum (angl. »fetal bovine serum«) 
FLRT transmembranski protein s fibronektinom in s ponovitvami, ki so bogate z 
levcinom (angl. »fibronectin leucine-rich repeat transmembrane protein«) 
FRET 
Försterjev resonančni prenos energije (angl. »Förster Resonance Energy 
Transfer«) 
GAIN GPCR-avtoproteolizo inducirajoč (angl. »GPCR autoproteolysis inducing«) 
GPCR z G-proteinom sklopljen receptor 
GPS proteolitično mesto GPCR (angl. »GPCR proteolytic site«) 
HCX izmenjevalec H+/Ca2+ (angl. »H+/Ca2+ exchanger«) 





MCU mitohondrijski Ca2+-uniporter (angl. »mitochondrial Ca2+ uniporter«),  
mNCX mitohondrijski izmenjevalec Na
+/Ca2+ (angl. »mitochondrial Na+/Ca2+ 
exchanger«) 
mTen2 mišji tenevrin 2 
NA noradrenalin 
NCX izmenjevalec Na+/Ca2+ (angl. »Na+/Ca2+ exchanger«) 
NTF N-končni fragment (angl. N-terminal fragment)  
OŽS osrednji živčni sistem 
PIP2 fosfatidilinozitol-4,5-bisfosfat  
PKA protein kinaza A 
 
 
PKC protein kinaza C 
PLC fosfolipaza C 
PLL poli-L-lizin 
SERCA Ca
2+-ATPaza sarko(endo)plazemskega retikuluma (angl. »sarco(endo)plasmic 
reticulum Ca2+ ATPase«) 
TBS puferska raztopina Tris in NaCl (angl. »tris-buffered saline«)  
TCAP s C-koncem povezan tenevrinski peptid (angl. »teneurin C-terminal associated peptide«) 
Ten tenevrin 
YFP rumeni fluorescenčni protein 







Možgani so del osrednjega živčnega sistema (OŽS) in najbolj kompleksen organ 
vretenčarjev [1]. Sestavljeni so iz hierarhično organiziranega omrežja milijard nevronov 
[2]. Niso pa samo zbirka nevronskih povezav, temveč vsebujejo za pravilno delovanje 
še eno električno nevzdražno komponento [3], katere delež v človeških možganih ni 
zanemarljiv – celice glije [4]. Glijo je odkril in poimenoval v 19. stoletju nemški 
patolog Virchow, ki je menil, da služi le kot polnilo, v katerega so vgnezdeni nevroni 
[4, 5]. Skozi čas je bilo ugotovljeno, da celice glije ključno prispevajo k vzpostavitvi, 
delovanju in prilagajanju živčnega sistema [3]. Gre za raznovrstno skupino celic tako po 
izvoru, morfologiji kot funkciji in je je v človeških možganih vsaj toliko kot nevronov 
samih [3, 4]. V OŽS celice glije razvrščamo v grobem na tri skupine: astrocite, 
oligodendrocite in mikroglijo [5]. Zadnji dve skupini sodelujeta pri pospeševanju 
prevajanja električnega signala vzdolž nevronov in možganskem imunskem odzivu. 
Medtem ko astrociti, ki naj bi predstavljali pri človeku približno 20–40 % vseh celic 
glije, ohranjajo celostno homeostazo OŽS [4]. 
1.1 Astrociti 
1.1.1 Splošne lastnosti astrocitov 
Astrociti so bili poimenovani po zvezdasti morfologiji (gr. ἄστρον κύτος; ἄστρον = 
zvezda, κύτος = celica) in so skozi evolucijo nastali večkrat. Pri sesalcih so 
nevroepitelijskega izvora in se diferencirajo iz radialne glije, celic NG2 ali pa nastanejo 
z delitvijo že obstoječih astrocitov. Čeprav astrocite uvrščamo v eno skupino, ta še 
zdaleč ni homogena. Njihova heterogenost se kaže poleg v morfologiji še v funkciji, 
lokaciji in na molekulski ravni [4]. Poznamo protoplazemske astrocite, ki so značilni za 
sivino in so s svojimi razvejanimi ter krajšimi izrastki v tesnem stiku s sinapsami in 
krvnimi žilami. Drugi tip astrocitov so fibrilarni astrociti, ki se nahajajo v belini in 
raztezajo daljše in manj številčne izrastke vzdolž aksonskih snopov ter jim nudijo 
presnovno in strukturno oporo [6]. Poleg protoplazemskih in fibrilarnih astrocitov 
poznamo še specializirane celice, med katere spadajo tudi radialni astrociti (Müllerjeve 
in Bergmannove celice) [1].  
1.1.2 Vloga astrocitov 
Sesalski astrociti imajo širok nabor funkcij v OŽS – ohranjajo presnovno, molekulsko, 
sistemsko in celično homeostazo [4], ter delujejo v interakciji z drugimi elementi OŽS – 
s sinapsami, krvnimi žilami in drugimi celicami glije [7]. Prav tako so del dinamičnega 
omrežja s preostalimi astrociti preko presledkovnih stikov [7, 8].  
Astrociti vzdržujejo ionsko homeostazo OŽS z uravnavanjem koncentracije Na+, K+, 
Ca2+, Cl-, in protonov H+ [4, 6]. S transporterji (Na+/K+ ATPazo) in kanalčki (Kir4.1) 
privzemajo K+, ki se sprosti ob nevronski aktivnosti in bi sicer lahko povzročil 
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hipervzdražnost nevronov. Ekscitotoksičnost preprečujejo s privzemom živčnih 
prenašalcev iz medceličnine, poleg tega posredujejo prekurzorje le-teh nevronom (npr. 
glutamin, iz katerega se sintetizirata glutamat v glutamat-glutaminskem in γ-
aminobutanojska kislina (GABA) v GABA-glutaminskem ciklu) [6]. Poteka tudi 
dvosmerna signalizacija med nevroni in astrociti preko živčnih prenašalcev 
(noradrenalin (NA), glutamat, acetilholin ...), ki z vezavo na astrocitne receptorje 
povzročijo sproščanje signalnih molekul iz astrocitov t.i. glijotransmitorjev, kot so ATP, 
glutamat in D-serin [4, 8]. Sam stik med nevroni in astrociti na področju sinapse je tesen 
– astrociti s svojo perisinaptično membrano v obliki tankih in morfološko plastičnih 
izrastkov zaobjemajo vsaj polovico vseh sinaps v različni meri ter tvorijo skupaj z 
nevroni t.i. tripartitno sinapso [4]. Poleg tega so lahko v stiku s somo in dendriti 
nevronov. En mišji kortikalni astrocit je lahko s svojimi izrastki v stiku z več somami, 
do 600 dendriti in kar 100.000 sinapsami [9]. Astrociti sodelujejo pri vzdrževanju 
sinaps, nastanku novih sinaps ter spreminjanju in odstranjevanju starih, s tem aktivno 
sodelujejo pri  nevroplastičnosti, tvorbi spomina in učenju [4].  
Astrociti tvorijo s svojimi specializiranimi izrastki (angl. »endfeet«), endotelijskimi 
celicami in vaskularnimi periciti krvno-možgansko pregrado (BBB, angl. »blood-brain 
barrier«), ki je temelj visoke selektivnosti prehajanja molekul v možgansko tkivo [10–
12]. Sodelujejo pri tvorbi in vzdrževanju BBB s sproščanjem rastnih dejavnikov [6]. 
Astrociti sproščajo tudi vazoaktivne snovi, s čimer uravnavajo lokalen krvni pretok v 
odvisnosti od nevronske aktivnosti, kar je pomembno za zadoščanje presnovnih potreb 
tkiva [3, 4, 6, 8, 10]. Značilnost astrocitne presnove je ustvarjanje zaloge glikogena, ki 
je skoraj izključno omejena v možganih na astrocite [4, 6, 12, 13]. Opravljajo tudi vlogo 
nevronske presnovne opore, kar opisuje hipoteza astrocitno-nevronske laktatne poti 
(ANLSH, angl. »astrocyte-neuron lactate shuttle hypotesis«) [14]. Ker sta privzem in 
recikliranje sproščenega glutamata energetsko potratna procesa, pride ob povečani 
dejavnosti glutamatergičnih nevronov do padca ravni ATP v astrocitih. Temu sledi 
povečan vnos glukoze v astrocite, disinhibicija ključnih encimov glikolize, kot sta 
heksokinaza in fosfofruktokinaza, in povečana tvorba laktata [15, 16]. Slednjega astrocit 
posreduje nevronom, kjer se pretvori v piruvat, vključi v Krebsov cikel in s tem sintezo 
ATP [4, 15, 16]. Poleg tega v nevronih preferenčno poteka oksidativna fosforilacija. Da 
nevroni lahko odstranijo nastali ROS, privzemajo in pretvorijo v aktivno obliko 
prekurzorje odstranjevalcev ROS, ki jih sproščajo v medceličnino astrociti [4, 6]. 
Astrociti v patoloških razmerah spremenijo fenotip, nastanejo t.i. reaktivni astrociti. Le-
ti med drugim sodelujejo v imunskem odzivu in odzivu na poškodbe OŽS. Lastnosti 
reaktivnih astrocitov so odvisne od vrste astrocitov, okolja in dražljaja, ki povzroči 
reaktivnost, ter od oddaljenosti od dražljaja. V reaktivnih astrocitih se lahko ojačajo ali 
zmanjšajo fiziološke aktivnosti astrocitov, kar med drugim lahko povzroči 
nevrotoksični učinek ali pa obnavljanje tkiva, sproži astrocitno hipertrofično obnašanje 
in tvorjenje brazgotine [11, 17]. 
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1.2  Z G-proteini sklopljeni receptorji v astrocitih 
Za razliko od nevronov, ki prožijo akcijske potenciale, astrociti niso električno vzdražni. 
Izkazujejo pa znotrajcelično vzdražnost, katere osrednji del sta spremembi 
znotrajcelične ravni Ca2+ in cikličnega adenozin monofosfata (cAMP) [18]. cAMP in 
Ca2+ v astrocitih uravnavata širok nabor celičnih procesov, delujeta tako na dolgi rok 
preko spremembe izražanja genov [13, 19, 20] kot tudi hitro. Znano je, da signalizacija s 
cAMP v astrocitih uravnava razgradnjo glikogena, privzem glukoze, aerobno glikolizo, 
tvorbo laktata in sproščanje signalnih molekul. Povišana raven cAMP sproži v astrocitih 
morfološke spremembe in tvorbo izrastkov (t.i. stelacija) ter inhibira celično nabrekanje 
astrocitov ob poškodbi ali zaradi prisotnosti hipotonične raztopine [13, 18, 21]. Kot pri 
cAMP je tudi signalizacija s Ca2+ vpletena v uravnavanje energetskega stanja celice [13, 
18] in medcelično komunikacijo preko sproščanja gliotransmiterjev. Dvig ravni Ca2+ 
povzroči eksocitozo ATP, glutamata, D-serina, sekretogranina II in ANP [8, 13, 22] ter 
tako povratno uravnava nevronsko aktivnost in sinaptično plastičnost [4, 8, 13]. 
Značilnost astrocitov je tudi širjenje signala na sosednje še nestimulirane astrocite v 
obliki Ca2+ valov. Ti so povzročeni z difuzijo inozitol-1,4,5-trisfosfata (IP3) čez 
presledkovne stike in/ali s parakrinim sproščanjem ATP [4, 18]. 
Preko cAMP in Ca2+ signalizirajo z G-proteini sklopljeni receptorji (GPCR), ki se 
nahajajo na površini astrocitov in imajo značilno topologijo transmembranske 
sedemvijačne regije [21].  
1.2.1 Z G-proteini sklopljeni receptorji 
GPCR najdemo v evolucijsko zelo oddaljenih organizmih, kot sta na primer kvasovka in 
človek. Človeški genom kodira več kot 800 GPCR, ki se aktivirajo z raznolikim 
repertoarjem dražljajev – od fotonov do hormonov in živčnih prenašalcev [23, 24]. Eden 
izmed klasifikacijskih sistemov GPCR, GRAFS, deli receptorje na podlagi filogenije v 
pet skupin: glutamatne, rodopsinske, adhezijske, Frizzled/Taste2 in sekretinske 
receptorje [24]. GPCR signalizacija poteka na od G-proteinov neodvisen in odvisen 
način [25].  
G-proteini so sestavljeni iz dveh enot: Gα in obveznega heterodimera Gβγ. Na podlagi 
podobnosti v zaporedju in funkciji Gα jih razvrščamo v štiri družine: Gs, Gi/o, Gq/11 in 
G12/13 [23, 25]. Njihovo delovanje opišemo z GTPaznim ciklom, pri katerem prehaja G-
protein med aktivno in neaktivno obliko. Neaktiven trimerni G-protein ima v nukleotid 
vezavnemu žepu podenote Gα vezan GDP. Z izmenjavo GDP z GTP, ki jo katalizira 
GPCR v aktivni konformaciji, trimerni kompleks razpade na Gα in Gβγ, ta dva pa ločeno 
aktivirata različne signalizacijske poti. Signalizacija se preneha z nizko intrinzično 
GTPazno aktivnostjo Gα [23]. 
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1.2.2 Signalizacija preko Gs, Gi/o in Gq/11 
Nenehna sinteza cAMP z adenilat ciklazo (AC) in razgradnja cAMP s fosfodiesterazo 
vzdržuje bazalno raven cAMP v astrocitih, ki pa se spreminja glede na dražljaje v 
okolju [13, 21]. Pomemben vir sprememb v koncentraciji cAMP so GPCR, ki so 
sklopljeni z družinama Gs in Gi/o [23]. Od astrocitnih GPCR, ki signalizirajo preko Gs, 
sta nam med drugim poznana β-adrenergični receptor (β-AR) in dopaminski receptor 
D1, medtem ko sta z Gi/o sklopljena α2 -adrenergični receptor in metabotropični 
glutamatni receptor 3 (mGluR3) [21]. Gαs se po aktivaciji in disociaciji od preostanka 
trimernega G-proteina veže na bližnjo membransko AC ter s tem stimulira pretvorbo 
ATP v cAMP in povzroči tonično povišanje ravni cAMP. Nastali cAMP deluje na 
efektorske molekule, kot so s cAMP-aktiviran izmenjevalni protein 1/2 (Epac 1/2, angl. 
»exchange factor directly activated by cAMP 1/2«), od cikličnega nukleotida odvisen 
ionski kanal (angl. »cyclic nucleotide gated ion channel«) in protein kinazo A (PKA) 
[18, 21, 23]. Gαi/o pa inhibira delovanje določenih izotipov AC, kar vodi v padec 
koncentracije cAMP [23]. 
Poleg številnih z Gs in Gi/o sklopljenih receptorjev imajo astrociti na površini prisotne 
tudi mnoge GPCR, ki ob aktivaciji povzročijo spremembo znotrajcelične ravni Ca2+ 
preko aktivacije G-proteinov Mednje spadajo purinergični receptorji [22] in α1-
adrenergični receptorji (α1-AR) [4]. Ti ob aktivaciji z Gαq/11 stimulirajo fosfolipazo C 
(PLC), ki cepi fosfatidilinozitol-4,5-bisfosfat (PIP2) na IP3 in v membrano vezan 
diacilglicerol (DAG). Sproščen IP3 interagira z IP3-receptorji (IP3R) na 
endoplazemskem retikulumu (ER) astrocitov, kar povzroči sprostitev Ca2+ iz notranjih 
zalog v citosol. DAG pa aktivira protein kinazo C (PKC) [18, 23]. Porast znotrajcelične 
koncentracije Ca2+ v astrocitih je za razliko od tonične spremembe cAMP fazične oblike 
[18].  
1.3 Adhezijski z G-proteini sklopljeni receptorji latrofilini in njihovi 
ligandi 
1.3.1 Splošne lastnosti latrofilinov 
Adhezijski GPCR (aGPCR) so druga največja družina GPCR s skupno 33 članov pri 
človeku [24, 26, 27]. Mednje spadajo tudi filogenetsko dobro ohranjeni latrofilini s 
tremi člani pri sesalcih (LPHN1–3) [28, 29]. LPHN so bili odkriti v 90. letih kot od 
Ca2+-neodvisni receptorji ene izmed toksičnih komponent strupa črne vdove, α-
latrotoksina (α-LTX), ki inducira vezikularno sprostitev nevrotransmitorjev iz 
presinaptičnih nevronskih končičev sesalcev [30, 31]. LPHN igrajo pomembno vlogo v 
razvoju možganov in pri nevronskem povezovanju, njihova delecija pa se izraža v 
zmanjšanju števila določenih sinaps [32–34]. Mutacije v LPHN povezujejo z 
nevrološkimi obolenji (motnjo pozornosti s hiperaktivnostjo (ADHD), shizofrenijo in 
mikrocefalijo) ter z rakom [30, 34, 35].  
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LPHN2 in LPHN3 sta močno izražena v določenih področjih možganov, medtem ko je 
LPHN1 šibkeje izražen, a v mnogih možganskih predelih. V nevronih, kjer je delovanje 
LPHN tudi najbolje raziskano, naj bi se LPHN1 in LPHN3 lahko nahajala na 
presinaptični in postsinaptični membrani. Medtem ko se LPHN2 nahaja postsinaptično 
[30]. Določanje transkriptoma astrocitov je pokazalo prisotnost LPHN v kortikalnih 
astrocitih mladih miših kot tudi v kortikalnih astrocitih in astrocitih striatuma ter 
hipokampusa odraslih miši [36–41]. Analiza transkriptoma z RNA-seq potrjuje 
prisotnost LPHN v primarni kulturi mišjih celic z izjemo LPHN3, vendar pa proteomske 
analize kulture kažejo prisotnost vseh treh paralogov [42]. Tessarin in sod. (2019) so 
imunohistološko zaznali LPHN v astrocitih korteksa odrasle podgane šele po njihovi 
spremembi v reaktivno obliko [43]. LPHN ne najdemo samo v možganih, temveč tudi v 
ostalih tkivih, kot so pljuča, ledvice in srce [34]. 
1.3.2 Struktura latrofilinov 
Vse poddružine aGPCR si delijo s preostalimi GPCR tipične strukturne značilnosti: 
vsebujejo sedemvijačno transmembransko regijo, N-končni zunajcelični in C-končni 
citosolni del. Medtem ko se ločijo po domeni GPCR, ki inducira avtoproteolizo (GAIN, 
angl. »GPCR autoproteolysis inducing«), in velikosti multidomenske zunajcelične 
regije [27, 44]. Po sestavi slednje je družina aGPCR dobila ime, ker vsebuje adhezijske 
domene [44]. Domena GAIN vsebuje motiv proteolitičnega mesta GPCR (GPS, angl. 
»GPCR proteolytic site«), ki je mesto avtoproteolize (slika 1) [44]. Z avtoprotolizo 
nastaneta N- in C-končni fragment (NTF in CTF, angl. » N-/C-terminal fragment«), pri 
čemer slednji vsebuje poleg transmembranske in citoplazemske regije še kratek del 
domene GAIN – ročico (angl. »stachel«) [24, 44]. aGPCR, tudi LPHN, se cepijo že v 
ER, kar uravnava domena GAIN, vendar se N- in C-končna protomera translocirata na 
celično membrano skupaj kot heterodimer [34, 44]. LPHN prepoznamo še po N-končni 
lektinski (Lec) in olfaktomedinski (Olf ) domeni, po glikozilirani povezovalni regiji in 
hormon vezavni domeni (HormR; slika 1) [28, 30, 34]. Niso pa vse omenjene domene 
značilne za nevretenčarje; domena Olf naj bi se pojavila šele kasneje v evoluciji [29, 
34].  
1.3.3 Tenevrini  
Med endogene interakcijske partnerje LPHN uvrščamo transmembranski protein s 
fibronektinom in s ponovitvami, ki so bogate z levcinom (FLRT, angl. »fibronectin 
leucine-rich repeat transmembrane protein«), tenevrine 1–4 (Ten1–4), kontaktine in 
nevreksine, od eksogenih ligandov pa poznamo toksin α-LTX. Moč interakcije z ligandi 
se razlikuje med paralogi LPHN; Ten2 ima najvišjo afiniteto do LPHN1 [30], in med 
izooblikami LPHN; insert v LPHN1 med domenama Lec in Olf zniža moč vezave na 
Ten2 in Ten4 [34]. 
Ten so družina velikih transmembranskih glikoproteinov tipa II, v katero spadajo štirje 
sesalski paralogi. Evolucijsko gledano naj bi nastali po horizontalnem prenosu gena za 
bakterijski toksinski sistem v evkarionte in fuziji tega z evkariontskim receptorjem [45]. 
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Prisotni so predvsem v živčnem sistemu [28]; v možganih glodalcev se izražajo med 
embrionalnim razvojem in postnatalno [30]. Ten so bili prvi identificirani kot endogeni 
interakcijski partnerji LPHN [43, 45]. LPHN1 in LPHN2 interagirata s Ten2 in Ten4, 




Slika 1: Strukturi latrofilina 1 in tenevrina 2. Latrofilin 1 (LPHN1) je sestavljen iz C-končnega 
znotrajceličnega dela, sedemvijačne transmembranske regije in N-končne ektodomene. Ektodomeno 
LPHN1 sestavljajo štiri domene; domena GAIN (modra), domena HormR (modrozelena), domena Olf 
(zelena) in domena Lec (rumena). V okencu v zgornjem levem kotu je prikazano mesto cepitve (rdeča 
zvezdica) v motivu GPS, ki je na sliki označeno s črtkanim okvirjem. Lec in Olf interagirata z ovojem 
YD (oranžna) tenevrina 2 (Ten2). Ektodomena Ten2 je sestavljena še iz domen EGF (roza), preko katerih 
dimerizira (disulfidni vezi sta prikazani kot črna pravokotnika med domenam EGF), domene TTR ter 
domene FN-čep (siva), domene NHL (vijolična) ter domen ABD in ToxGHH (rdeča). Na skrajno C-
končnem delu Ten2, v domeni ToxGHH, se nahaja zaporedje, ki ustreza regiji TCAP (temno modra). Na 
sliki so prikazani kokošji Ten2 (PDB: 6SKA), mišji domeni Olf in Lec (PDB: 6SKA) in podganji domeni 
GAIN ter HormR (PDB: 4DLQ). N- in  C-konec proteinov sta označena s črkama N in C v krogu. 
Transmembranske in znotrajcelične regije proteinov so predstavljene s črno barvo. Dvosmerna siva 
puščica kaže interakcijo med domenama Lec in Olf ter ovojem YD. 
 
Ektodomena Ten dimerizira preko dveh disulfidnih mostičkov in se zvije v obliko soda, 
ki se imenuje ovoj YD. Ta je glede na najnovejše kristalografske podatke pri Ten2 
mesto vezave latrofilinske domene Lec [28, 46], ki je obvezna in zadostna za interakcijo 
med proteinoma, in domene Olf [28]. Poleg ovoja YD zunajcelični del proteina 
sestavlja še osem domen epidermalnega rastnega dejavnika (EGF), transtiretinu 
podobna domena (TTR, angl. »transthyretin (TTR) like«), domena fibronektin-čep (FN-
7 
 
čep, angl. »fibronectine-plug«), domena NCL-1, HT2A in Lin-41 (NHL), domeni ABD 
(angl. »antibiotic-binding-like«) in ToxGHH  (slika 1) [28]. Na samem C-koncu se 
nahaja zaporedje dolgo 40–41 aminokislinskih ostankov, ki ustreza regiji s C-koncem 
povezanega tenevrinskega peptida (TCAP-1–4, angl. »teneurin C-terminal associated 
peptide«). Ta se po posttranslacijskem ali proteoliznem procesiranju obnaša neodvisno 
od Ten [28, 35, 43] in je bioaktiven. Zunajcelično najverjetneje preko delovanja na 
tarčne receptorje povzroči celične spremembe v citoskeletu, rast nevronskih izrastkov, 
uravnava nevrotrofične dejavnike in deluje nevroprotektivno. Poleg tega modulira s 
stresom povezano obnašanje in stimulira presnovo; poveča vnos glukoze v možgane in 
v nevrone preko GLUT3 ter vpliva na raven sladkorja v krvi, najverjetnejše neodvisno 
od inzulina [43, 47]. Nedavne raziskave nakazujejo, da tudi TCAP-1 interagira z LPHN; 
pokazana je bila interakcija peptida TCAP-1 s fragmentom LPHN1, ki vsebuje domeno 
HormR, kar se sklada s podobnostjo v zaporedju TCAP z ligandi sekretinskih GPCR, ki 
tudi vežejo domeno HormR [47, 48]. 
1.3.4 Aktivacija in signalizacija latrofilinov  
Obstajajo trije splošni modeli aktivacije aGPCR, ki med seboj niso izključljivi in bi se 
lahko v teoriji pojavili pri vsakem receptorju. Pri prvem modelu pride do disociacije 
NTF in CTF ob vezavi liganda, najverjetnejše zaradi mehanske sile. Takšen dogodek 
izpostavi ročico, ki interagira z zankami transmembranske regije in potisne receptor v 
aktivno konformacijo. Pri drugih dveh modelih pride do prehodne konformacijske 
spremembe ektodomene in s tem novih interakcij med NTF in transmembransko regijo 
ali pa ponovno do razkritja ročice [27]. Obstaja še četrti model aktivacije LPHN, ki je 
bil postavljen tudi pri receptorjih EMR2, in velja za vezavo Ten2 in α-LTX na LPHN1 
[31]. Temelji na interakciji NTF in CTF, ki se pred vezavo liganda na NTF nahajata v 
obliki ločenih ob membrani lokaliziranih protomerov [29]. 
Zaenkrat poznamo samo transdukcijo signala LPHN po od G-proteina odvisni poti. 
LPHN1 povezujemo z delovanjem preko Gs in Gi/o [31, 45, 49–53], medtem ko naj bi se 
LPHN3 sklapljal z Gi/o [51]. Sprememba znotrajcelične ravni cAMP je bila opažena tudi 
po hkratnem izražanju LPHN1 ali LPHN3 in Ten2 v celicah HEK293 ter po združenju 
dveh različnih populacij celic HEK293, ki izražajo na površini LPHN1 oz. Ten2. Ten2 
je – najverjetnejše preko interakcije z LPHN – povzročil znižanje bazalne koncentracije 
cAMP v celicah z LPHN [45]. 
Raziskave kažejo, da so vsi paralogi sklopljeni z Gq/11 [26, 29, 50, 53–55], LPHN3 pa 
naj bi se sklapljal še z G12/13 [26]. Za LPHN2 je bila interakcija z Gq/11 predlagana na 
podlagi merjenja bazalne ravni IP1 pri izražanju receptorja v celicah COS7 [51]. 
Medtem ko je bila za LPHN1 pokazana že večkrat z merjenjem ravni sekundarnih 
prenašalcev, potrjena pa je bila tudi fizična interakcija z Gq/11 [31, 56]. Tudi draženje 
mišjih nevroblastomskih celic NB2a, ki izražajo LPHN1, z ektodomeno Ten2 povzroči 
Ca2+ signalizacijo [55, 56]. Pri LPHN3 naj bi se signalizacija razlikovala med 
izooblikami receptorja; izoobliki P1 in P2 signalizirata preko Gi/o in sta lahko aktivirani 
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s sintetičnim peptidom, ki izhaja iz zaporedja ročice. Medtem ko za možgane značilna 
izooblika B signalizira z Gq/11, aktivacija z ročico pa ni bila pokazana [51]. Oscilatoren 
porast Ca2+ je bil opažen tudi po draženju mišje celične linije cerebelarnih astrocitov 
C8D1A, ki endogeno izraža LPHN1 in LPHN3, s TCAP-1 [57].  
1.3.5 Vloga latrofilinov  
LPHN spadajo med adhezijske molekule, s čimer se sklada njihova funkcija v sinapsi, 
kjer tvorijo transsinaptične komplekse med dvema nevronoma [32]. LPHN vplivajo tudi 
na aktinski citoskelet in so vpleteni v uravnavanje nastanka z aktinom bogatih struktur 
(filopodijev ter lamelopodijev) [34]. S tvorjenjem transsinaptičnega kompleksa s Ten in 
FLRT sodelujejo pri nastanku ekscitatornih sinaps [32, 46]. LPHN pa naj bi imeli vlogo 
tudi pri migraciji nevronov [28] in procesu aksonskega privlaka [55]. Glede na 
predlagan mehanizem se Ten proteolitično cepi in veže na LPHN na aksonskem rastnem 
končiču (angl. »axon growth cone«), kar stimulira signalizacijo preko Gq/11, eksocitozo, 
spremembo aktinskega citoskeleta in usmerjanje končiča proti tarčnemu nevronu [55]. 
Medtem ko vpliv na migracijo temelji na vezavi LPHN s Ten in FLRT migrirajočega 
nevrona, kar sproži kontakten odboj in upočasnitev migracije celice [28]. 
V okvirju astrocitov so bili LPHN do sedaj raziskani na podganjih kortikalnih astrocitih 
ob možganski leziji [43] in Bergmannovi gliji v mišjih malih možganih [32]. V dneh po 
izvedeni leziji v cerebralnem korteksu odraslih podgan se kaže v reaktivnih astrocitih 
močna imunoreaktivnost na Ten2 in LPHN1, medtem ko sta imunoreaktivnosti LPHN2 
in LPHN3 blažji. Poleg tega je v korteksu povečano izražen tudi TCAP-2. Skupno ti 
rezultati kažejo na vpletenost Ten in LPHN v odziv na poškodbo [43]. LPHN3 je bil 
preučen tudi v Bergmannovi gliji, ki ga močno izraža. Kar ~50 % vsega signala za 
LPHN3 v malih možganih se nahaja v Bergmannovi gliji. Vendar postnatalna (P10) 
delecija LPHN3 v teh celicah nima velikega vpliva na označevalce Bergmannove glije 
in pomembne sinaptične parametre v malih možganih. To pa bi lahko pomenilo 
postnatalno neesencialnost LPHN3 za funkcijo Bergmannove glije [32].  
1.4  Merjenje znotrajcelične koncentracije Ca2+ in cAMP v realnem 
času  
1.4.1 FRET-nanosenzorji za merjenje koncentracije cAMP v realnem času – Epac1-
camps 
Orodja za merjenje koncentracije cAMP delimo na indirektna in direktna. Slednja 
vežejo cAMP ter dajejo signal, ki je proporcionalen koncentraciji molekule. Navadno 
direktni senzorji za merjenje koncentracije cAMP v živih celicah temeljijo na 
Försterjevem resonančnem prenosu energije  (FRET, angl. »Förster resonance energy 
transfer«) [58], pri katerem gre za prenos energije med dvema fluoroforjema, z donorja 
na akceptor [58, 59]. Da pride do pojava FRET, mora biti emisijski spekter donorja 
prekrivajoč z absorbcijskim spektrom akceptorja. Prav tako obstaja dodaten pogoj, da je 
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FRET-par na razdalji nekaj nanometrov [58, 60]. Razdalja med donorjem in 
akceptorjem se po vezavi cAMP na cAMP-vezavno enoto senzorja spremeni, kar vpliva 
na intenziteto emisije obeh. Tipično merimo razmerje fluorescence fluoroforjev po 
vzbujanju donorja z elektromagnetnim valovanjem njegove ekscitacijske valovne 
dolžine [58]. 
Najpopularnejši izmed FRET-nanosenzorjev za merjenje koncentracije cAMP so 
senzorji Epac, ki vsebujejo nativno ali modificirano cAMP-vezavno domeno 
efektorskih proteinov Epac1/2, na katero sta vezana še dva fluoroforja [58]. Eden izmed 
FRET-senzorjev za merjenje cAMP je Epac1-camps. Senzor gradi cAMP-vezavna 
enota, ki obsega 160 aminokislinskih ostankov dolg fragment človeškega Epac1 [59], 
modrozelen fluorescenčni protein (CFP), ki predstavlja donorski fluorofor, in rumen 
fluorescenčni protein (YFP) v vlogi akceptorja [59, 60]. Izraža se v citosolu, kjer vezava 
cAMP na vezavno mesto vodi v konformacijsko spremembo fuzijskega himernega 
proteina in oddaljitev obeh fluoroforjev. To povzroči znižanje signala FRET, kar se 
odraža kot zmanjšanje intenzitete fluorescence YFP in povečanje intenzitete 
fluorescence CFP. Nasprotno, znižanje citosolne koncentracije prostega cAMP vodi v 




Slika 2: FRET-nanosenzor Epac1-camps. Epac1-camps gradita modrozeleni fluorescenčni protein 
(CFP) in rumeni fluorescenčni protein (YFP), med katerima se nahaja fragment človeškega Epac1. Pred 
vezavo cAMP v vezavno mesto Epac1 prihaja do prenosa energije na YFP po vzbujanju CFP. Ko cAMP 




1.4.2 Barvila za merjenje koncentracije Ca2+ v realnem času – Fluo-4 AM 
Za opazovanje dinamike ravni Ca2+ v realnem času na nivoju posamezne celice se 
uporablja fluorescenčne Ca2+-indikatorje, in sicer organska indikatorska barvila za Ca2+ 
in gensko kodirane Ca2+-indikatorje [21]. Eno izmed organskih barvil je Fluo-4 AM, ki 
je analog drugega znanega indikatorja, Fluo-3. Fluo-4 AM med inkubacijo preide 
celično membrano, v celici pa ga endogene esteraze cepijo do Fluo-4. S hidrolizo estra 
je barvilo zmožno vezati Ca2+ in s tem fluorescirati, kar predstavlja merljiv signal [61]. 
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2 Namen dela in hipoteze 
LPHN imajo v OŽS pomembno vlogo. V nevronih naj bi sodelovali pri tvorbi 
ekscitatornih sinaps, pri migraciji nevronov in pri aksonskem privlaku [28, 32, 33, 55], 
izražajo pa se tudi v astrocitih [36–42]. Ob aktivaciji preko različnih tipov G-proteinov 
lahko modulirajo znotrajcelično raven cAMP in/ali Ca2+ [29, 31, 45, 49–52, 54, 55]. 
Namen diplomskega dela je ugotoviti, katera znotrajcelična signalna pot bodisi preko 
cAMP in/ali Ca2+ se sproži v podganjih kortikalnih astrocitih v primarni kulturi po 
draženju celic z mišjo ektodomeno endogenega interakcijskega partnerja LPHN Ten2 
(mTen2), in kako aktivacija astrocitov z mTen2 vpliva na njihovo vzdražnost po 
dodatku NA, ki aktivira adrenergične GPCR. 
Znotrajcelično raven cAMP in Ca2+ bomo spremljali s fluorescenčno mikroskopijo v 
realnem času pred in po draženju celic z mTen2. Astrocite bomo pred poskusom 
transficirali s plazmidom z zapisom za FRET-nanosenzor Epac1-camps za detekcijo 
cAMP ali jih obarvali z barvilom Fluo-4 AM za merjenje znotrajcelične koncentracije 
Ca2+. Astrocite bomo po dodatku mTen2 dražili še z NA. 
Hipoteza 1: Draženje astrocitov z mTen2 povzroči spremembo v znotrajcelični ravni 
Ca2+ in/ali cAMP. 





3 Materiali in metode 
3.1 Gojišča in raztopine 
3.1.1 Hranilno gojišče za astrocite 
Hranilno gojišče (HG) za astrocite smo pripravili iz Dulbeccovega spremenjenega 
Eaglovega gojišča (DMEM, angl. »Dulbecco's Modified Eagle's medium«, Merck) s 
4500 mg/L glukoze. V končnih koncentracijah smo mu dodali 10 % fetalnega govejega 
seruma (FBS, Merck), 1 mM natrijevega piruvata (Merck), 2 mM L-glutamina, 5 U/ml 
penicilina in 5 µg/ml streptomicina (Merck). Pripravljeno gojišče smo prefiltrirali skozi 
filter s porami premera 0,2 μm in ga hranili v hladilniku pri 4 °C. Uporabljali smo 
največ 3 tedne staro HG. 
3.1.2 Lipofekcijsko gojišče 
Lipofekcijsko gojišče (LG) za astrocite smo pripravili iz gojišča DMEM (Merck) s 4500 
mg/L glukoze. Gojišču smo dodali do končnih koncentracij 1 mM natrijevega piruvata 
(Merck) in 2 mM L-glutamina. Pripravljeno gojišče smo prefiltrirali skozi filter s 
porami premera 0,2 μm in ga hranili v hladilniku pri 4 °C. Sveže LG je bilo pripravljeno 
na vsake 3 tedne. 
3.1.3 Zunajcelična raztopina 
Zunajcelično raztopino (ZR) smo pripravili z raztapljanjem kemikalij v destilirani vodi 
MiliQ do končnih koncentracij: 135,3 mM NaCl (Merck in Carlo Erba), 5 mM KCl 
(Merck), 10 mM pufra HEPES (Merck), 0,5 mM NaH2PO4 × H2O (Merck), 5 mM 
NaHCO3 (Merck), 3 mM D-glukoze (Merck), 1,8 mM CaCl2 (Fluka) in 2 mM MgCl2 
(Fluka). Pripravljeno raztopino smo titrirali z NaOH (Merck) do pH 7,2 (merilnik pH, 
Mettler Toledo) in ji izmerili osmolalnost (Osmomat030, Gonotech GmbH). Končna 
osmolalnost ZR je bila približno 300 mOsm. ZR smo nato prefiltrirali skozi filter s 
porami premera 0,2 μm in jo hranili v hladilniku pri 4 °C ali v zamrzovalniku pri –20 
°C za kasnejšo uporabo. 
3.1.4 Puferska raztopina Tris in NaCl 
Pufersko raztopino Tris in NaCl (TBS, angl. »Tris-buffered saline«) smo pripravili z 
raztapljanjem kemikalij v vodi MiliQ do končnih koncentracij: 200 mM NaCl (Carlo 
Erba) in 20 mM Tris (Merck). Raztopino smo umerili s HCl do pH 7,5 (merilnik pH, 
Mettler Toledo). Končna osmolalnost raztopine je bila približno 400 mOsm 
(Osmomat030, Gonotech GmbH). 
Pri kontrolnem poskusu za 30 nM mišji tenevrin 2 (mTen2) smo razredčili 9,2 µl TBS v 
190,8 µl ZR. Pri kontrolnih poskusih za 100 nM in 300 nM mTen2 pa smo dodali 30,8 
µl oz. 92,3 µl TBS v 169,2 µl oz. 107,7 µl ZR. 
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3.1.5 Raztopina ektodomene mišjega tenevrina 2 
Kot ligand pri draženju astrocitov smo uporabili ektodomeno mTen2, ki je darilo dr. 
Elene Seiradake, Univerza v Oxfordu, Velika Britanija. 
Osnovna koncentracija mTen2 raztopljenega v TBS je bila 0,32 mg/ml. Raztopino smo 
razdelili na alikvote po 60 µl mTen2 in jih hranili do poskusa pri –80 °C. V času 
opravljanja poskusov smo posamezne alikvote hranili na ledu ali v kovinskem stojalu v 
hladilniku pri 4 °C. Pri 4 °C smo protein vzdrževali največ tri dni. Tik pred draženjem 
astrocitov smo razredčili 9,2 µl oz. 30,8 µl oz. 92,3 µl mTen2 v 190,8 µl oz. 169,2 µl 
oz. 107,7 µl ZR. Končna koncentracija tako pripravljenih raztopin na krovnem stekelcu 
je bila 30 nM oz. 100 nM oz. 300 nM. 
3.1.6 Raztopina noradrenalina 
Raztopino noradrenalina (NA) smo namešali pred vsako serijo poskusov. Založno 
raztopino smo pripravili z zatehtanjem 10 mg DL-noradrenalin hidroklorida (Merck) v 
temni mikrocentrifugirki ter nato z raztapljanjem v 200 µl vode MiliQ. Raztopino smo 
redčili 100-krat v ZR v drugi temni mikrocentrifugirki do koncentracije 2,43 mM. 
Nadaljnjo redčitev v ZR smo pripravljali pri vsakem poskusu posebej. Pri meritvah 
cAMP, s katerimi smo pokazali, da se nanosenzor Epac1-camps odzove na z NA-
izzvano spremembo znotrajcelične koncentracije cAMP, smo pripravili 200 µl raztopine 
NA z redčitvijo 16,5 µl 2,43 mM NA v 183,5 µl ZR. Pri vseh ostalih poskusih smo za 
pripravo 400 µl raztopine NA razredčili 32,9 µl 2,43 mM NA v 367,1 µl ZR. Na 
krovnem stekelcu je bila končna koncentracija NA vedno 100 µM. 
3.2 Krovna stekelca premazana s poli-L-lizinom 
Krovna stekelca s premerom 22 mm (Thermo Scientific) smo inkubirali v 70 % etanolu 
za 25 minut. Za tem smo jih spirali z dvojnim zaporednim prenosom v petrijevki z 20 
ml sterilne destilirane vode. Sledila je inkubacija krovnih stekelc v 20 ml 1 % raztopine 
poli-L-lizina (PLL, Merck) za največ 15 minut. 200 µl PLL smo dodali h krovnim 
stekelcem šele po njihovem prenosu v novo petrijevko z 20 ml sterilne destilirane vode. 
Po inkubaciji je sledilo ponovno dvojno spiranje v sterilni destilirani vodi in sušenje 
stekelc s prislonitvijo na stene manjših sterilnih petrijevk s premerom 35 mm (Sarstedt) 
za 2–3 ure. Posušena s PLL premazana krovna stekelca smo zaprli v petrijevke in jih 
shranili do uporabe v hladilniku pri 4 °C. 
3.3 Primarna celična kultura astrocitov 
Primarne celične kulture, ki smo jih uporabili pri poskusih, so pripravili raziskovalci 
Laboratorija za nevroendokrinologijo – molekularna celična fiziologija iz možganov 
nekaj dni starih podgan seva Wistar po postopku, ki sta ga opisala Schwartz in Wilson 
[62]. Priprava celic je bila v skladu s členom 22.a Zakona o zaščiti živali (Poskusi na 
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živalih in delo na izoliranih tkivih, organih in truplih predhodno usmrčenih živali; 
ZZZiv-UPB3, Uradni list RS, št. 38/2013 z dne 3. 5. 2013). 
Celične kulture astrocitov smo do uporabe hranili v gojilnih posodah v inkubatorju pri 
temperaturi 37 °C in atmosferi s 5 % CO2 in 95 % relativno vlažnostjo. 
3.4 Nasaditev astrocitov na krovna stekelca premazana s poli-L-
lizinom 
Pritrjene celice v gojilni posodi s primarno celično kulturo astrocitov smo nekajkrat 
sprali s HG kulture in ga nato odpipetirali. K celicam smo dodali 1,5 ml mešanice 
tripsin/EDTA, ki je bila predhodno segreta na sobno temperaturo, in jih inkubirali 5 
minut v inkubatorju pri 37 °C. Uspešnost odlepljanja od stene gojilne posode smo 
ocenili s presevnim svetlobnim mikroskopom (WPI) in z mehanskimi silami dodatno 
ločili celice od podlage. V gojilno posodo smo dodali 1,5 ml HG za astrocite, nato smo 
celično suspenzijo prenesli v dve sterilni 1,5 ml mikrocentrifugirki. Astrocite smo 
centrifugirali 5 minut na 900 obratih/minuto (Centric 150, Tehtnica). Nato smo 
supernatant odstranili, usedlino pa resuspendirali s svežim HG za astrocite. Dodan 
volumen HG je bil 0,5–1,0 ml, odvisno od velikosti usedline in s tem količine celic. V 
primeru, da so se celice nahajale v skupkih, smo te razbili s spuščanjem suspenzije čez 
injekcijske igle s premerom 0,6 mm. Takšnemu načinu ločevanja celic smo se izogibali, 
saj povzroči dodatno poškodbo celic. Nato smo v obliki spirale nanesli od središča 
krovnega stekelca premazanega s PLL navzven okoli 50 µl celične suspenzije. Nanešen 
volumen celične suspenzije je bil odvisen od dneva izvedbe poskusov in gostote celic v 
mikrocentrifugirki. Sledila je inkubacija celic na krovnih stekelcih za 25 minut pri 37 
°C. Za tem smo k celicam dodali 2 ml svežega HG za astrocite. Pri tem smo pazili, da 
HG nismo odpipetirali direktno na krovno stekelce. Krovna stekelca z astrociti smo 
hranili v inkubatorju pri 37 °C. Vsak drugi dan jim je bilo zamenjano HG za sveže. 
3.5 Izolacija plazmida pcDNA3 z zapisom za Epac1-camps iz 
bakterijskih celic E. coli seva DH5α 
Plazmidno DNA pcDNA3 z zapisom za Epac1-camps smo izolirali iz bakterijske 
kulture E. coli seva DH5α. Najprej smo aseptično v dveh sterilnih erlenmajericah 
pripravili 60 ml gojišča Luria-Bertani (LB) s 100 µg/ml ampicilina (Merck). Vanj smo 
nacepili bakterijske celice, ki smo jih hranili pri –80 °C. S sterilnim nastavkom za 
pipeto smo s pomočjo ožarjene in ohlajene pincete popraskali po zamrznjeni bakterijski 
kulturi ter ga nato odložili v pripravljeno gojišče. Enako smo ponovili za drugo gojišče. 
Nacepljene bakterije smo stresali 16 ur pri 37 °C in 260 obratih/minuto. Po 16 urah smo 
spektrofotometrično pri valovni dolžini 600 nm določili gostoto celic. Plazmid z 
zapisom za Epac1-camps smo izolirali in očistili s kompletom za izolacijo plazmidne 
DNA Pure Yield™ Plasmid Midiprep System (Promega) po navodilih proizvajalca. 
Čistost in koncentracijo izoliranega plazmida smo določali spektrofotometrično. DNA 
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smo 100-krat redčili v vodi MiliQ, končen volumen redčene raztopine je bil 700 µl. 
Nato smo redčeni raztopini izmerili absorbanco pri valovni dolžini 260 nm (A260) in 280 
nm (A280). Količnik absorbanc A260/A280 nam pove čistost izoliranega plazmida, 
medtem ko produkt A260, faktorja redčitve in 50 µg/ml koncentracijo DNA. Absorbance 
smo merili v dveh paralelkah. Plazmidno DNA smo do uporabe shranili v 
zamrzovalniku pri –20 °C. 
3.6 Lipofekcija astrocitov s pcDNA3 z zapisom za Epac1-camps 
Lipofekcijo astrocitov s pcDNA3 z zapisom za Epac1-camps smo izvedli najmanj 24 ur 
po nasaditvi celic na krovna stekelca. Najprej smo pripravili v sterilni 
mikrocentrifugirki lipofekcijsko mešanico, ki sestoji za eno krovno stekelce iz 100 µl 
LG, 3 µl FuGENE 6 Transfection Reagent (Promega) in 1 µg plazmida. Tako 
pripravljeno lipofekcijsko mešanico smo inkubirali 15 minut pri sobni temperaturi. V 
tem času smo krovnim stekelcem zamenjali staro HG za 900 µl svežega, po končani 
inkubaciji smo k astrocitom dodali še 100 µl lipofekcijske mešanice. Gojišče na 
stekelcih smo za tem s krožnimi gibi nežno premešali in astrocite za 24 ur postavili v 
inkubator na temperaturo 37 °C s 95 % relativno zračno vlažnostjo ter 5 % CO2. 
3.7 Barvanje celic z barvilom Fluo-4 AM 
Alikvotiran Fluo-4 AM smo shranjevali v zamrzovalniku pri –20 °C, pred uporabo smo 
mikrocentrifugirko z barvilom zavili v aluminijasto folijo. Astrocitom na krovnih 
stekelcih smo odstranili staro HG in jih sprali z 1 ml svežega. Nato smo jim dodali 1 ml 
svežega HG in 2 µl Fluo-4 AM (Molecular Probes) – končna koncentracija barvila na 
krovnem stekelcu je bila 2 µM, ter vse skupaj s krožnimi gibi premešali. Sledila je 30-
minutna inkubacija v temi pod aluminijasto folijo pri sobni temperaturi. Po inkubaciji 
smo celicam odstranili gojišče in jih sprali z 1 ml svežega HG. Nato smo ponovno 
dodali 1 ml svežega HG in jih še enkrat inkubirali za 30 minut v temi pri sobni 
temperaturi. 
3.8 Fluorescenčna mikroskopija in analiza podatkov 
3.8.1 Merjenje znotrajcelične koncentracije Ca2+ v realnem času  
Meritve znotrajcelične koncentracije Ca2+ v realnem času smo izvajali z invertnim 
konfokalnim mikroskopom Zeiss LSM 510 META (Carl Zeiss). Sliko smo opazovali z 
oljnim imerzijskim objektivom pod 40-kratno povečavo (Plan-NeoFluar 40×/1.3 oil 
DIC, Carl Zeiss). Vir vzbujevalne svetlobe med iskanjem primernih celic za meritev je 
bila živosrebrna žarnica, med potekom poskusa pa argonski laser. Argonski laser je 
obsvetljeval preparat s svetlobo valovne dolžine 488 nm, širokopasovni filter LP505 pa 
je prepuščal emitirano svetlobo z valovno dolžino nad 505 nm. 
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Po opravljenem barvanju celic s Fluo-4 AM smo krovno stekelce sprali z ZR in ga 
prenesli v snemalno kamrico, ki je bila namazana z vakuumsko mastjo (Dow Coring). 
Kamrico smo zatesnili z vijaki, astrocite oskrbeli z 200 µl ZR ter vse skupaj namestili v 
mikroskop nad objektiv, na katerega smo predhodno kapnili kapljico imerzijskega olja. 
Poiskali smo ustrezno obarvane celice in posneli sliki s presevno svetlobo in z 
vzbujevalno svetlobo. Nato smo pričeli s snemanjem. Cikel vzbujanja fluorescence in 
zajemanja slike je potekal na eno sekundo, vseh ciklov je bilo v poskusu 800. 
Povprečenje pri snemanju je bilo 1 – za razliko od posnetih slik pred pričetkom 
snemanja, kjer je bilo povprečenje 8. Najprej smo 99 s (100 ciklov) merili bazalno raven 
Ca2+, nato smo dodali 200 µl mTen2 s končno koncentracijo 30 nM, 100 nM ali 300 nM 
na krovnem stekelcu ali eno izmed kontrolnih raztopin (TBS ustrezno redčen v ZR). Po 
399 s od pričetka poskusa (po 400. ciklu) smo dražili astrocite še s 400 µl NA s končno 
koncentracijo 100 µM na krovnem stekelcu. Potek merjenja znotrajcelične ravni Ca2+ 
prikazuje slika 3. 
 
 
Slika 3: Potek meritev znotrajcelične ravni Ca2+ pri poskusih z mišjim tenevrinom 2 in njegovo 
kontrolno raztopino. Merjenje znotrajcelične ravni Ca2+ je potekalo v treh sklopih: najprej smo 99 s 
(100 ciklov) merili bazalno raven Ca2+, nato smo dražili astrocite z mišjim tenevrinom 2 (30 nM, 100 nM 
ali 300 nM mTen2) ali kontrolno raztopino (CTRL) za 30 nM, 100 nM ali 300 nM mTen2. Signal 
dražljaja smo spremljali nadaljnjih 300 s (300 ciklov). Sledilo je draženje astrocitov s 100 µM 
noradrenalinom (NA) ter merjenje ravni Ca2+ dodatnih 400 s (400 ciklov). Zgornja os na sliki ponazarja 
cikle, puščice nad njo pa začetek prisotnosti dražljaja. V spodnjem delu slike je narisana časovna os 
dodajanja dražljajev, ki se ujema z osjo s cikli. S črnim in sivim pravokotnikom je prikazano tudi, kateri 
deli meritev so bili uporabljeni v analizi za posamezen dražljaj. Črna pravokotnika prikazujeta bazni 
liniji, ki obsegata 100 ciklov pred dodatkom dražljaja, siva pravokotnika predstavljata prvih 300 ciklov 




3.8.2 Analiza podatkov pri meritvah znotrajcelične koncentracije Ca2+ 
Območje celic na posnetku smo določili s programom LSM 510 META (Carl Zeiss), 
nato smo podatke o intenziteti fluorescence Fluo-4 v odvisnosti od časa na označenih 
regijah obdelali s programoma Excel (Microsoft) in MATLAB (MathWorks). Pri analizi 
podatkov smo uporabili vse meritve, pri katerih so se celice odzvale na NA, celice niso 
kazale spontane vzdraženosti ter njihov odziv na dodatek dražljajev ni odstopal od 
drugih celic. Zaradi premajhnega števila ponovitev poskusov smo iz analize izključili še 
kontrolne meritve za 30 nM in 100 nM mTen2 ter meritve, pri katerih smo astrocite 
dražili s 30 nM mTen2. 
Surove intenzitete fluorescence barvila smo zaradi šuma signala poravnali z lastnim 
programom napisanem v okolju MATLAB. Zanimal nas je signal pred in po dodatku 
vseh dražljajev v posamezni meritvi; signal pred in po dodatku mTen2 oz. kontrolne 
raztopine in NA. Zato smo vsako meritev razdelili na dva dela, vsak del je obsegal 
signal v bazni liniji (100 ciklov pred dodatkom dražljaja) in signal prvih 300 ciklov po 
dodatku dražljaja, kot prikazuje slika 3. Samo ta dva dela meritev smo tudi analizirali. 
Sledila je normalizacija intenzitet fluorescence Fluo-4: najprej smo od posamezne 
vrednosti intenzitete fluorescence (F) odšteli povprečno vrednost signala ustrezne bazne 
linije (F0). Nato smo izračunali količnik prej določene razlike in F0. Izračun 
normalizirane intenzitete fluorescence Fluo-4 (ΔF/F0) prikazuje enačba 1. 




                                                     ... (1) 
Iz vrednosti ΔF/F0 smo za vsak dražljaj za vsako časovno točko izračunali povprečne 
vrednosti ΔF/F0 in standardne napake ter jih predstavili grafično. Izračunali smo še 
amplitudo in kumulativno spremembo po dodatku dražljaja. Amplitudo smo določili z 
iskanjem maksimuma ali minimuma signala ΔF/F0, kumulativna sprememba pa 
predstavlja vsoto vseh vrednosti signala ΔF/F0 po draženju celic z mTen2, CTRL ali 
NA. Za dobljene amplitude in kumulativne spremembe posameznih dražljajev smo 
izračunali povprečja in standardne napake ter jih predstavili v obliki stolpčnih 
diagramov. 
3.8.3 Merjenje znotrajcelične koncentracije cAMP v realnem času  
Meritve znotrajcelične koncentracije cAMP smo izvajali na invertnem fluorescenčnem 
mikroskopu Zeiss Axio Observer.A1 (Zeiss), ki je bil povezan s kamero CCD (angl. 
»charge coupled device«). Vir monokromatske svetlobe valovne dolžine 436 nm/10 nm 
za vzbujanje CFP je bil monokromator Polychrome V (Till Photonics). Da je kamera 
posnela emisijo CFP ter emisijo YFP ločeno, smo uporabili delilec slike (Optical 
Insights) in dva emisijska filtra (465/30 nm za CFP in 535/30 nm za YFP). Sliko smo 
opazovali z vodnim imerzijskim objektivom C-Apochromat 63×/1,2 NA (Zeiss). 
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Meritve znotrajcelične koncentracije cAMP v realnem času so potekale 24 ur po 
transfekciji astrocitov z Epac1-camps. Celice smo pred začetkom poskusa pripravili in 
vklopili v snemalno kamrico. Astrocitom smo najprej odstranili HG in jih sprali z 1 ml 
ZR. Dodali smo 1 ml sveže ZR in celice inkubirali v temi pod aluminijasto folijo vsaj 
10 minut pri sobni temperaturi. Po končani inkubaciji smo krovno stekelce prenesli v 
dvodelno snemalno kamrico namazano z vakuumsko mastjo (Dow Coring) in jo 
zatesnili z vijaki. K celicam smo ob robu odpipetirali 200 µl ZR in kamrico namestili v 
mikroskop nad objektivom, na katerega smo predhodno odpipetirali 35 µl vode MiliQ. 
Pod 10 % intenziteto vzbujevalne svetlobe smo poiskali na preparatu celico, ki smo jo 
uporabili za merjenje intenzitete fluorescence CFP in YFP. Astrocit je izražal pravšnjo 
stopnjo nanosenzorja Epac1-camps, vendar le v citosolu, in ni kazal znakov apoptoze. 
Celico smo iskali maksimalno 10 minut, nato smo jo slikali pod presevno svetlobo in 
vzbujevalno svetlobo. Za stabilizacijo sistema smo preparat pustili 5 minut v 
mikroskopu preden smo ponovno izostrili opazovano celico in začeli z zajemanjem 
slike v realnem času. 
Mikroskop je pri poskusih z mTen2 in njegovo kontrolno raztopino osvetljeval preparat 
100 ms na 3 s 400 ciklov. Poskusi so potekali v treh sklopih. Prvih 200 s (67 ciklov) 
smo zajemali podatke o bazalni znotrajcelični ravni cAMP, nato smo dodali dražljaj – 
200 µl mTen2 (s končno koncentracijo 30 nM ali 100 nM na krovnem stekelcu) ali 200 
µl kontrolne raztopine za 30 nM ali 100 nM mTen2. Po 800 s (267. ciklu) od pričetka 
poskusa smo dodali 400 µl NA. Končna koncentracija NA na krovnem stekelcu je bila 
100 µM. Odziv na NA smo spremljali 397 s (133 ciklov). Potek meritve cAMP 
prikazuje slika 4. 
Poleg poskusov z mTen2 in njegovo kontrolno raztopino smo opravili še meritve odziva 
celic zgolj na NA. Poskusi so obsegali 166 ciklov zajemanja signala, preostale 
nastavitve so bile enake kot pri poskusih z mTen2 in njegovo kontrolno raztopino. 
Najprej smo merili bazno linijo 98 s (33 ciklov), nato smo dražili celice z 200 µl NA in 
spremljali raven cAMP še 397 s (133 ciklov). Končna koncentracija NA na krovnem 






Slika 4: Potek meritev znotrajcelične ravni cAMP pri poskusih z mišjim tenevrinom 2 in njegovo 
kontrolno raztopino. Merjenje znotrajcelične ravni cAMP pri poskusu z mišjim tenevrinom 2 (mTen2) 
in njegovo kontrolno raztopino (CTRL) je potekalo v treh sklopih. Najprej smo 200 s (67 ciklov) merili 
bazalno znotrajcelično raven cAMP. Nato smo dodali na krovno stekelce mTen2 (30 nM ali 100 nM) ali 
kontrolno raztopino (za 30 nM ali 100 nM mTen2). Signal dražljaja smo spremljali nadaljnjih 600 s (200 
ciklov), nato smo dražili astrocite s 100 µM noradrenalinom (NA) ter merili raven cAMP še 397 s (133 
ciklov). Zgornja os na sliki ponazarja cikle, puščice nad njo pa dodatek dražljaja. V spodnjem delu slike 
je narisana časovna os poskusa, ki se ujema z osjo s cikli. S črnim in sivim pravokotnikom je prikazano 
tudi, kateri deli meritev so bili uporabljeni v analizi podatkov. Črna pravokotnika prikazujeta bazni liniji, 
ki obsegata 33 ciklov pred dodatkom dražljaja, siva pravokotnika predstavljata signal 133 ciklov 
zajemanja slike po draženju celic z mTen2, CTRL ali NA. 
 
3.8.4 Analiza podatkov pri meritvah znotrajcelične koncentracije cAMP 
V programu ZEN (Carl Zeiss) smo na vsakem posnetku označili območji, ki pripadata 
opazovani celici in ozadju. To smo storili za oba kanala – CFP in YFP. Program nam je 
izpisal vrednosti intenzitet fluorescence na označenih območjih v odvisnosti od časa, te 
pa smo obdelali in analizirali s programoma Excel in MATLAB. Pri analizi podatkov 
smo uporabili vse meritve, pri katerih so se celice odzvale na NA in niso kazale tekom 
poskusa apoptotičnih znakov. Za poenotenje analize rezultatov z meritvam Ca2+ smo 
izločili še meritve cAMP kontrolnih poskusov za 100 nM mTen2. 
Pri poskusih z mTen2 in pri njihovih kontrolnih poskusih nas je zanimal signal FRET, 
ki smo ga zaradi narave nanosenzorja invertirali. Najprej smo za oba kanala (kanal CFP 
in kanal YFP) od emisije celice odšteli emisijo ozadja. Nato smo izračunali razmerje 
med dobljenima razlikama. Izračun vrednosti invertiranega signala FRET (CFP/YFP) 
prikazuje enačba 2.  
                            𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶/𝑌𝑌𝐶𝐶𝐶𝐶 =  𝐶𝐶𝛥𝛥𝑃𝑃(𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐)−𝐶𝐶𝛥𝛥𝑃𝑃(𝑜𝑜𝑜𝑜𝑐𝑐𝑜𝑜𝑜𝑜𝑐𝑐)
𝑌𝑌𝛥𝛥𝑃𝑃(𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐)−𝑌𝑌𝛥𝛥𝑃𝑃(𝑜𝑜𝑜𝑜𝑐𝑐𝑜𝑜𝑜𝑜𝑐𝑐)
                           ...(2)                                  
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CFP/YFP smo izračunali za vse časovne točke meritev, njihove vrednosti smo za 
izravnavo šuma signala poravnali z lastnim programom napisanem v okolju MATLAB.  
Ponovno nas je zanimal signal pred in po dodatku vseh dražljajev pri posamezni 
meritvi; signal pred in po dodatku mTen2 oz. kontrolne raztopine in NA. Zato smo 
vsako meritev razdelili na dva dela, vsak del je obsegal signal v bazni liniji (33 ciklov 
pred dodatkom dražljaja) in signal prvih 133 ciklov po dodatku dražljaja, kot prikazuje 
slika 4. Pri nadaljnji analizi smo analizirali samo navedena dela meritev. 
Sledila je normalizacija: vrednosti CFP/YFP smo delili s povprečnim razmerjem 
CFP/YFP v ustrezni bazni liniji. Iz normaliziranih vrednosti signala CFP/YFP smo za 
vsak dražljaj v vsaki časovni točki izračunali povprečno vrednost in standardno napako 
signala. Izračunana povprečja in standardne napake smo predstavili grafično. Pri vseh 
analiziranih meritvah smo določili še amplitudo, spremembo v kumulativi in hitrost 
porasta signala po dodatku dražljajev. Amplitudo smo izračunali kot razliko 
povprečnega normaliziranega razmerja CFP/YFP v zadnjih 33 ciklih analiziranega dela 
meritve in njegove bazne linije. Izrazili smo jo v odstotkih [%]. Kumulativno 
spremembo predstavlja vsota normaliziranih vrednosti CFP/YFP po dodatku dražljaja, 
od katerih je bilo odšteto povprečje normalizirane bazne linije (od vsake normalizirane 
vrednosti CFP/YFP je bila odšteta vrednost 1). Medtem ko je bila hitrost porasta 
določena kot naklon premice, ki jo prilegamo na najbolj strm del krivulje po dodatku 
dražljaja. Ponazoritev prileganja premice je prikazana na sliki 12A. Je pa na sliki 
premica prilegana na povprečno krivuljo normaliziranega signala in ne krivuljo 
posameznih meritev, kot smo to storili v analizi. Porast hitrosti smo izrazili v enoti 
odstotek na minuto [%/min]. Izračunali smo še povprečja in standardne napake 
posameznih količin za vsak dražljaj, rezultate smo prikazali v obliki stolpčnega 
diagrama. 
Pri meritvah, kjer smo dražili celice samo z NA smo izbrali reprezentativno celico. Kot 
pri poskusih z mTen2 oz. njihovo kontrolno raztopino smo izračunali CFP/YFP za vse 
časovne točke poskusa, te vrednosti poravnali in normalizirali. Poleg razmerja 
CFP/YFP nas je zanimalo še obnašanje signala posameznih kanalov. Signala CFP in 
YFP smo obdelali enako kot njuno razmerje, le da smo v prvi stopnji namesto izračuna 
CFP/YFP samo od intenzitete signala CFP oz. YFP celice odšteli signal ozadja. 
Normalizirane krivulje CFP, YFP in CFP/YFP smo prikazali grafično. 
Vse slike, vključno s tistimi za meritve ravni Ca2+, smo pripravili v programu Adobe 
Photoshop CS3 (Adobe). 
3.8.5 Statistično ovrednotenje podatkov 
Statistično obdelavo podatkov smo opravili v programu SigmaPlot (Systat Software 
Inc). Normalno porazdelitev podatkov smo testirali s Shapiro-Wilkovim testom. Za 
statistično primerjavo dveh skupin smo uporabili Studentov t-test in Mann-Whitneyev 
test vsote rangov. Ko smo statistično primerjali več kot dve skupini, smo uporabili 
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Kruskal-Wallisovo enosmerno analizo variance rangov. V primeru obstoja statistično 
značilne razlike smo razlike med skupinami paroma preverjali z Dunnovim testom. 
Statistično značilne razlike so predstavljene v stolpčnih diagramih z zvezdico (*): P < 




4 Rezultati  
4.1 Vpliv mišjega tenevrina 2 na znotrajcelično koncentracijo Ca2+ v 
podganjih astrocitih v kulturi 
Astrociti naj bi izražali vse tri paraloge LPHN, za katere je značilna sklopitev z G-
proteini iz skupine Gq/11 [29, 36, 54, 55, 37–42, 50, 51]. Slednji ob aktivaciji 
pripadajočega GPCR aktivirajo PLC, ki preko IP3R na ER povzroči vdor Ca2+ v citosol 
[18, 23]. Preverili smo, če se proži odziv s spremembo ravni Ca2+ tudi po draženju 
podganjih kortikalnih astrocitov v primarni kulturi z različnimi koncentracijami 
endogenega liganda LPHN, mTen2. Astrocite smo pred pričetkom poskusa obarvali z 
barvilom Fluo-4 AM, ki se v celicah cepi z endogenimi esterazami do Fluo-4 ter po 
vezavi Ca2+ prične fluorescirati [61]. Spremembo intenzitete fluorescence Fluo-4 smo 
spremljali v realnem času z invertnim konfokalnim mikroskopom. 
4.1.1 Vpliv različnih koncentracij mišjega tenevrina 2 na znotrajcelično raven Ca2+ 
v podganjih astrocitih v kulturi  
S Fluo-4 AM obarvane podganje astrocite smo po 99 s merjenja bazalne intenzitete 
fluorescence in s tem bazalne ravni Ca2+ dražili s kontrolno raztopino za 300 nM 
mTen2, s 100 nM mTen2 ali 300 nM mTen2. Časovno spreminjanje intenzitete 
fluorescence pred in po dodatku 300 nM mTen2 pri reprezentativni celici v obliki 
zaporedja posnetkov in časovne krivulje spremembe signala prikazujeta sliki 5A in 5C. 
Na sliki 5A vidimo vztrajno zmanjševanje intenzitete fluorescence Fluo-4 s časom, kar 
kaže na nižanje znotrajcelične koncentracije Ca2+ s časom. Slika 5C pa grafično 
prikazuje spreminjanje normalizirane intenzitete fluorescence (ΔF/F0) iste celice tekom 
poskusa, pri čemer ΔF/F0 po draženju z mTen2 pade, nato se vse do dodatka 100 μM 
NA ohrani na približno konstantni ravni z rahlim vmesnim dvigom. Razliko v dinamiki 
signala na slikah 5A in 5C pojasnimo s šumom signala, ki smo ga popravili za analizo 
podatkov in grafični prikaz z ravnanjem. 
Po 399 s beleženja ravni Ca2+ v celici smo pri vsakem eksperimentu dodali NA, ki 
stimulira α1-AR in s tem poviša znotrajcelično koncentracijo Ca2+ [4], kar je razvidno 
na nizu posnetkov celic in časovni krivulji ΔF/F0 na slikah 5B in 5D. S tem smo želeli 
preveriti viabilnost celic in vpliv predhodne inkubacije celic z mTen2 na Ca2+-




Slika 5: Draženje podganjih astrocitov v kulturi z mišjim tenevrinom 2 in noradrenalinom.  
(A-B) Z invertnim konfokalnim mikroskopom posnet niz slik fluorescence Fluo-4 v astrocitih pred in po 
dodatku 300 nM mišjega tenevrina 2 (mTen2; A) in 100 μM noradrenalina (NA; B). Na vsaki sliki v nizu 
je zapisan pretečen čas od začetka bazne linije do nastanka posnetka. Merilo = 20 μm. (C-D) Časovni 
potek spremembe normalizirane intenzitete fluorescence (ΔF/F0) reprezentativnih celic pred in po 
dodatku 300 nM mTen2 (C) in 100 μM NA (D). Na slikah C in D sta prikazani spremembi ΔF/F0 celic, ki 
sta na nizu posnetkov (A-B) označeni z rdečo barvo. Porast intenzitete fluorescence po draženju z NA 
pomeni povečanje znotrajcelične koncentracije Ca2+, medtem ko njen padec po dodatku mTen2 kaže 
znižanje ravni Ca2+ v celici. Prisotnost dražljaja je označena s črno črto. 
 
Celice smo dražili s 100 nM in 300 nM mTen2. Da bi preverili morebiten vpliv 
raztopine, v kateri smo raztapljali mTen2, na Ca2+-vzdražnost astrocitov, smo celice 
dražili samo z raztopino, v kateri smo raztapljali 300 nM mTen2 (kontrolna raztopina). 
Določili smo povprečne časovne poteke spremembe ΔF/F0 (slika 6). Rezultati kažejo na 
šibko prehodno povečanje intenzitete fluorescence barvila v astrocitih po draženju celic 
s kontrolno raztopino (n = 15 celic, število poskusov = 3; slika 6A) in s tem povišanje 
citosolne ravni Ca2+, kar je posledica mehanskega draženja celic ob dodatku dražljaja in 
je značilnost astrocitov. Medtem ko smo pri poskusih s 100 nM mTen2 (n = 11 celic, 
število poskusov = 2; slika 6B) in 300 nM mTen2 (n = 20 celic, število poskusov = 5; 
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slika 6C) v povprečju zabeležili sprva padec ΔF/F0 in nato dvig fluorescence, ki ni 
dosegel bazne linije. Ti rezultati kažejo, da mTen2 povzroči znižanje znotrajcelične 
koncentracije Ca2+. Padec opazimo tudi po draženju astrocitov s 30 nM mTen2, vendar 
rezultatov analize meritev v diplomsko delo nismo vključili zaradi premajhnega števila 
opravljenih poskusov (n = 4 celice, število poskusov = 1). 
 
 
Slika 6: Draženje podganjih astrocitov v kulturi z mišjim tenevrinom 2 povzroči znižanje 
znotrajcelične koncentracije Ca2+.  Povprečno časovno spreminjanje normalizirane intenzitete 
fluorescence (ΔF/F0) Fluo-4 v podganjih astrocitih v kulturi. Črna črta prikazuje prisotnost dražljaja na 
krovnem stekelcu; raztopine, v kateri smo raztapljali 300 nM mišji tenevrin 2 – mTen2 (kontrola; A), 100 
nM mTen2 (B) in 300 nM mTen2 (C). Porast ΔF/F0 pomeni povečanje znotrajcelične koncentracije Ca2+, 
medtem ko padec ΔF/F0 kaže znižanje ravni Ca2+  v celici. 
 
Za vsako meritev smo izračunali še amplitudo in kumulativno spremembo ΔF/F0 po 
dodatku učinkovine. Povprečna amplituda ΔF/F0 po dodatku 100 nM mTen2 znaša –
0,23 ± 0,02, po draženju s 300 nM mTen2 pa ustreza –0,24 ± 0,03. Ti dve amplitudi 
medsebojno nista statistično značilno različni, vendar sta statistično značilno različni od 
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povprečne amplitude kontrolnega poskusa za 300 nM mTen2, ki znaša 0,10 ± 0,01 




Slika 7: Primerjava povprečnih amplitud signala ΔF/F0 barvila Fluo-4 v podganjih astrocitih v 
kulturi po draženju z mišjim tenevrinom 2. Amplitude signala ΔF/F0 Fluo-4 po draženju astrocitov z 
raztopino, v kateri smo raztapljali 300 nM mišji tenevrin 2 – mTen2 (kontrola), 100 nM mTen2 in 300 
nM mTen2. Amplitude so prikazane kot povprečje ± standardna napaka, v posameznem stolpcu je 
vpisano število v analizo vključenih celic. Statistična analiza je bila opravljena s Kruskal-Wallisovo 
enosmerno analizo variance rangov in post hoc z Dunnovim testom. *** predstavljajo statistično značilno 
razliko glede na kontrolo (P < 0,001).  
 
Kot povprečni kumulativni spremembi ΔF/F0 po draženju astrocitov s 100 nM mTen2 in 
300 nM mTen2 smo dobili –27,39 ± 6,28 in –46,35 ± 6,02. Medtem ko povprečna 
ploščina grafa med časovno krivuljo in bazno linijo ΔF/F0 pri poskusu s kontrolno 
raztopino znaša 2,12 ± 1,43. Kot pri analizi amplitud ugotovimo, da sta kumulativni 
spremembi za 100 nM mTen2 in 300 nM mTen2 statistično značilno drugačni od 
kontrolne raztopine, ne pa med seboj (slika 8). Povprečne vrednosti za amplitudo in 
kumulativno spremembo so pri kontrolnem poskusu pozitivnega predznaka, kar se 
sklada z majhnim porastom povprečne ΔF/F0 po dodatku kontrolne raztopine (slika 6A). 
Medtem ko sta povprečna amplituda in kumulativna sprememba za poskuse z 
različnima koncentracijama mTen2 negativnega predznaka, kar je posledica 







Slika 8: Primerjava povprečnih kumulativnih sprememb ΔF/F0 barvila Fluo-4 v podganjih 
astrocitih v kulturi po draženju z mišjim tenevrinom 2. Kumulativne spremembe signala ΔF/F0 barvila 
Fluo-4 po draženju astrocitov z raztopino, v kateri smo raztapljali 300 nM mišji tenevrin 2 –  mTen2 
(kontrola), s 100 nM mTen2 in 300 nM mTen2. Rezultati so prikazani kot povprečje ± standardna napaka, 
v posameznem stolpcu je vpisano število v analizo vključenih celic. Statistična analiza je bila opravljena s 
Kruskal-Wallisovo enosmerno analizo variance rangov in post hoc z Dunnovim testom. * predstavlja 
statistično značilno razliko glede na kontrolo;  P < 0,01 (**),  P < 0,001 (***). 
   
4.1.2 Vpliv mišjega tenevrina 2 na spremembo znotrajcelične ravni Ca2+ po 
draženju podganjih astrocitov v kulturi z noradrenalinom  
Pri poskusih smo po draženju s kontrolno raztopino in s 300 nM mTen2 dodali še 100 
μM NA. S tem smo preverili viabilnost celic in vpliv mTen2 na Ca2+-vzdražnost. Po 
dodatku NA smo opazili porast intenzitete ΔF/F0. Opažanje se sklada z vezavo NA na 
astrocitne α1-AR, ki sproži povišanje znotrajcelične koncentracije Ca2+ [4]. Opazili smo, 
da je povečanje signala ΔF/F0 po dodatku NA manjše, če so bile celice pretretirane z 





Slika 9: Sprememba znotrajcelične koncentracije Ca2+ po draženju podganjih astrocitov v kulturi z 
noradrenalinom. Povprečno spreminjanje normalizirane intenzitete fluorescence (ΔF/F0) barvila Fluo-4 s 
časom v podganjih astrocitih v kulturi pred in po dodatku 100 μM noradrenalina (NA). Astrociti so bili 
predhodno že draženi z raztopino, v kateri smo raztapljali 300 nM mišji tenevrin 2 – mTen2 (kontrola; A) 
oz. 300 nM mTen2 (B). Porast ΔF/F0 predstavlja povečanje znotrajcelične koncentracije Ca2+. Dvig ΔF/F0 
po draženju astrocitov z NA je bolj izrazit v poskusih, kjer smo celice predhodno dražili s kontrolno 
raztopino v primerjavi s celicami, ki smo jih predhodno dražili z mTen2. Črna črta prikazuje prisotnost 
dodanega NA. 
 
Preverili smo, ali obstaja tudi statistično značilna razlika med povprečnima 
amplitudama in kumulativnima spremembama porasta ΔF/F0 po draženju astrocitov z 
NA pri poskusih, kjer smo celice predhodno dražili z mTen2 ali pa s kontrolno 
raztopino. Povprečna amplituda signala ΔF/F0 po dodatku NA v celicah, ki smo jih 
predhodno dražili s kontrolno raztopino, je znašala 3,01 ± 0,31. Ta je bila statistično 
značilno različna od povprečne amplitude draženja celic s 100 μM NA v poskusih, kjer 
smo celice predhodno dražili s 300 nM mTen2, ki ustreza 1,80 ± 0,21 (slika 10A). 
Povprečna kumulativna sprememba po draženju astrocitov s 100 μM NA v poskusu, 
kjer smo celice predhodno dražili s kontrolno raztopino, je bila 177,43 ± 24,96. Ta je 
statistično značilno različna od povprečne kumulativne spremembe v poskusu, kjer smo 






Slika 10: Primerjava povprečnih amplitud in kumulativnih sprememb signala ΔF/F0 barvila Fluo-4 
v podganjih astrocitih v kulturi po draženju z noradrenalinom. Amplitudi (A) in kumulativni 
spremembi (B) normalizirane intenzitete fluorescence (ΔF/F0) po draženju astrocitov s 100 μM NA, ki 
smo jih predhodno dražili bodisi z raztopino, v kateri smo raztapljali 300 nM mišji tenevrin 2 – mTen2 
(kontrola), ali s 300 nM mTen2. Amplitude in kumulativne spremembe so prikazane kot povprečje ± 
standardna napaka. V posameznem stolpcu je vpisano število v analizo vključenih celic. Statistična 
primerjava amplitud je bila opravljena s Studentovim t-testom, za kumulativni spremembi pa z Mann-
Whitneyevim testom vsote rangov; * predstavlja statistično značilno razliko med povprečji; P < 0,05 (*), 
P < 0,01 (**). 
 
4.2  Vpliv mišjega tenevrina 2 na znotrajcelično koncentracijo cAMP 
v podganjih astrocitih v kulturi 
Poleg sklapljanja z Gq/11 naj bi LPHN signalizirali še preko Gs in Gi/o [49, 51]. Draženje 
navedenih G-proteinov vodi bodisi v aktivacijo AC in s tem porast citosolnega cAMP 
ali v inhibicijo AC in posledično padec znotrajcelične koncentracije cAMP [23]. 
Preverili smo, če pride tudi po draženju podganjih astrocitov v kulturi s 30 nM mTen2 
in 100 nM mTen2 do spremembe v znotrajcelični ravni cAMP.  
4.2.1 Merjenje znotrajcelične ravni cAMP v podganjih astrocitih v kulturi z 
nanosenzorjem Epac1-camps 
Za časovno spremljanje ravni cAMP smo pri poskusih uporabili nanosenzor Epac1-
camps. Plazmid z zapisom za nanosenzor smo vnesli v astrocite s transfekcijo in po 24 h 
pričeli s fluorescenčnim mikroskopiranjem. Da se senzor res odzove na spremembo v 
koncentraciji cAMP v podganjih astrocitih v kulturi smo pokazali z draženjem celic s 
100 µM NA. Znano je namreč, da NA povzroči dvig znotrajcelične koncentracije cAMP 
z aktivacijo AC preko β-AR [21].  
Ker Epac1-camps temelji na pojavu FRET, smo pri poskusih s pomočjo delilca slike in 
emisijskih filtrov spremljali intenziteto fluorescence obeh fluoroforjev, CFP in YFP, ki 
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sestavljata senzor (slika 11A). Povečana vezava cAMP na Epac1-camps in 
konformacijska sprememba nanosenzorja povzroči razmak donorskega in akceptorskega 
fluoroforja. Tako CFP in YFP nista več v resonanci in po absorbciji svetlobe valovne 
dolžine 436 nm/10 nm ne pride do prenosa energije s CFP na YFP. Posledično CFP 
povečano emitira svetlobo, medtem ko YFP zmanjšano. Takšen pojav smo opazili tudi 
po draženju astrocitov z NA. Porast intenzitete fluorescence CFP in padec intenzitete 
fluorescence YFP po draženju astrocitov s 100 µM NA je prikazan na sliki 11B. Iz teh 
sprememb v fluoresciranju sledi povečanje vrednosti razmerja signalov CFP/YFP (slika 
11C). 
 
Slika 11: Sprememba intenzitete fluorescence CFP, YFP in njunega razmerja CFP/YFP po 
draženju podganjih astrocitov v kulturi, ki izražajo FRET cAMP-nanosenzor Epac1-camps, s 100 
µM NA. Emisijski sliki YFP in CFP (A) reprezentativnega astrocita, ki izraža cAMP-nanosenzor Epac1-
camps, pred dodatkom 100 µM NA. Merilo = 10 µm. Časovna sprememba normalizirane intenzitete 
fluorescence CFP – krivulja modrozelene barve (ΔCFP (norm.); B), in YFP – krivulja rumene barve 
(ΔYFP (norm.); B), ter normaliziranega razmerja intenzitet fluorescence obeh fluoroforjev (ΔCFP/YFP 
(norm.); C). Po draženju celic s 100 µM NA pride do porasta intenzitete fluorescence CFP in padca YFP, 
medtem ko se njuno razmerje poveča, kar pomeni povečanje znotrajcelične ravni cAMP. Prisotnost 




4.2.2 Vpliv različnih koncentracij mišjega tenevrina 2 na znotrajcelično raven 
cAMP v podganjih astrocitih v kulturi  
Po 200 s beleženja bazalne ravni signala smo dražili podganje astrocite v kulturi, ki so 
izražali Epac1-camps, s 30 nM mTen2 (n = 11 celic), 100 nM mTen2 (n = 5 celic) ali z 
raztopino, v kateri smo raztapljali 30 nM mTen2 (kontrolna raztopina; n = 14 celic). 
Dodatek učinkovin je povzročil dvig signala CFP/YFP in s tem ravni cAMP (slike 12A-
C). Porast cAMP smo zabeležili tudi po dodatku kontrolne raztopine in gre lahko za 
odziv na mehansko draženje ob dodatku dražljaja. Nato smo k celicam dodali 100 μM 
NA, s katerim smo preverili odzivnost celic in vpliv predhodne inkubacije celic z 
mTen2 na z NA-posredovano cAMP-vzdražnost, ter skladno z delovanjem β-AR 
zabeležili visok dvig CFP/YFP (slika 12D). 
 
  
Slika 12: Draženje podganjih astrocitov v kulturi z mišjim tenevrinom 2 in noradrenalinom 
povzroči porast v znotrajcelični koncentraciji cAMP. Povprečno časovno spreminjanje 
normaliziranega razmerja CFP/YFP (ΔCFP/YFP (norm.)) v podganjih astrocitih v kulturi, ki izražajo 
nanosenzor Epac1-camps. Črna črta prikazuje prisotnost dražljaja na krovnem stekelcu; raztopine, v 
kateri smo raztapljali 30 nM mišji tenevrin 2 – mTen2 (kontrola; A), 30 nM mTen2 (B), 100 nM mTen2 
(C) in 100 µM noradrenalina (NA; D). Porast razmerja CFP/YFP pomeni povečanje koncentracije cAMP. 
Na sliki A je narisana rdeča premica, ki se prilega delu krivulje z največjim naklonom po draženju celic. 




Za vsak dražljaj smo izračunali povprečno amplitudo, kumulativno spremembo in 
hitrost porasta normaliziranega razmerja CFP/YFP po dodatku učinkovine. Na draženje 
s 30 nM mTen2 in 100 nM mTen2 so se astrociti odzvali s porastom znotrajcelične 
koncentracije cAMP s povprečno amplitudo 2,22 ± 0,71 % in 3,65 ± 1,09 %, kar ni 
statistično značilno različno od kontrolnega poskusa, pri katerem povprečna amplituda 
znaša 2,54 ± 0,39 %. Prav tako nismo opazili statistično značilne razlike med 
amplitudama po draženju z različnima koncentracijama mTen2 (slika 13A). Povprečna 
kumulativna sprememba signala po draženju s 30 nM mTen2 ustreza 2,07  ± 0,63, 
medtem ko za 100 nM mTen2 znaša 4,26 ± 1,34. Ugotovimo, da ti dve vrednosti nista 
statistično značilno različni niti med seboj niti od kontrolne raztopine s povprečno 
kumulativno spremembo 2,48 ± 0,40 (slika 13B). Kot tretjo smo določili povprečno 
hitrost porasta signala ((ΔCFP/YFP)/Δt). Pri kontrolni raztopini je povprečje hitrosti 
ustrezalo 1,68 ± 0,33 %/min, medtem ko je za 30 nM mTen2 in 100 nM mTen2 znašalo 
1,78 ± 0,51 %/min in 3,48 ± 1,34 %/min. Tudi povprečne hitrosti porasta niso bile med 






Slika 13: Primerjava povprečnih amplitud, kumulativnih sprememb in hitrosti porastov 
normaliziranega signala CFP/YFP v podganjih astrocitih v kulturi, ki izražajo FRET-nanosenzor 
Epac1-camps, po draženju z mišjim tenevrinom 2. Amplitude (amplituda ΔCFP/YFP; A), kumulativne 
spremembe (kumulativna sprememba ΔCFP/YFP; B) in hitrosti porasta (ΔCFP/YFP)/Δt; C) 
normaliziranega razmerja CFP/YFP po draženju astrocitov, ki izražajo Epac1-camps, z raztopino, v kateri 
smo raztapljali 30 nM mišji tenevrin 2 – mTen2 (kontrola), s 30 nM mTen2 in 100 nM mTen2. Rezultati 
so prikazani kot povprečje ± standardna napaka. V posameznem stolpcu je vpisano število v analizo 
vključenih celic. Amplitude, kumulativne spremembe in porasti hitrosti posameznih dražljajev so bili 
statistično primerjani s Kruskal-Wallisovo enosmerno analizo variance rangov. Slednji test ni pokazal 
statistično značilne razlike med dražljaji. 
 
4.2.3 Vpliv mišjega tenevrina 2 na spremembo znotrajcelične ravni cAMP po 
draženju podganjih astrocitov v kulturi z noradrenalinom  
Pri poskusih, pri katerih smo merili znotrajcelično koncentracijo cAMP, smo želeli 
preveriti še, če mTen2 vpliva na porast znotrajcelične koncentracije cAMP po draženju 
adrenergičnih receptorjev, kot smo opazili za Ca2+. Ponovno smo izračunali povprečno 
amplitudo, kumulativno spremembo in hitrost porasta normaliziranega signala 
CFP/YFP, vendar tokrat po dodatku 100 μM NA v celicah, ki smo jih predhodno dražili 
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bodisi s kontrolno raztopino (v kateri smo raztapljali 30 nM mTen2) ali pa s 30 nM 
mTen2.  
Povprečna amplituda in povprečna kumulativna sprememba normaliziranega signala 
CFP/YFP po draženju astrocitov s 100 µM NA, ki je sledilo dodatku kontrolne 
raztopine, sta znašali 8,44 ± 0,65 % in 10,46 ± 0,81. Pri draženju celic z NA v poskusih, 
pri katerih smo celice predhodno dražili s 300 nM mTen2, dobimo za povprečno 
amplitudo normaliziranega signala CFP/YFP 8,45 ± 0,77 % in za povprečno 
kumulativno spremembo normaliziranega signala CFP/YFP 10,55 ± 1,01 (slika 14A-B). 
Kot povprečno hitrost porasta normaliziranega signala CFP/YFP po dodatku NA smo v 
poskusu, v katerem smo celice predhodno dražili s kontrolno raztopino, zabeležili 30,69 
± 3,10 %/min, medtem ko v poskusu, v katerem smo celice predhodno dražili s 30 nM 
mTen2, znaša 30,00 ±  4,35 %/min (slika 14C). Niti za amplitudo, kumulativno 
spremembo ali hitrost porasta statistični testi niso pokazali statistično značilne razlike 







Slika 14: Primerjava povprečnih amplitud, kumulativnih sprememb in hitrosti porasta 
normaliziranega signala CFP/YFP v podganjih astrocitih v kulturi, ki izražajo FRET-nanosenzor 
Epac1-camps, po draženju z noradrenalinom. Amplitudi (amplituda ΔCFP/YFP; A), kumulativni 
spremembi (kumulativna sprememba ΔCFP/YFP; B) in porasta hitrosti ((ΔCFP/YFP)/Δt; C) 
normaliziranega razmerja CFP/YFP po draženju astrocitov s 100 μM noradrenalinom (NA), ki je sledilo 
draženju z raztopino, v kateri smo raztapljali 30 nM mišji tenevrin 2 – mTen2 (kontrola), oz. 30 nM 
mTen2. Astrociti so izražali cAMP-nanosenzor Epac1-camps. Rezultati so prikazani kot povprečje ± 
standardna napaka, v posameznem stolpcu je vpisano število celic vključenih v analizo. Statistična analiza 
je bila opravljena s Studentovim t-testom in ni pokazala statistično značilne razlike med poskusi s 








5.1 Mišji tenevrin 2 zniža znotrajcelično koncentracijo Ca2+ v 
podganjih astrocitih v kulturi 
Na površini astrocitov se nahajajo mnogi receptorji, glede na transkriptomske in 
proteomske raziskave naj bi bili prisotni tudi trije paralogi LPHN [36–42]. Ti so 
sklopljeni z Gq/11 oz. delujejo po signalizacijskih poteh, ki jih povezujemo z aktivacijo 
Gq/11. Slednji preko PLC sproži nastanek IP3 ter s tem odprtje Ca2+-kanalov IP3R na 
površini celičnih organelov, v katerih se skladišči Ca2+. To povzroči sprostitev Ca2+ iz 
znotrajceličnih zalog in porast citosolne koncentracije Ca2+ [18, 29, 50, 51, 54, 55]. 
Nedavno je bilo pokazano, da peptid TCAP-1 lahko stimulira Ca2+-vzdražnost v 
nesmrtni astrocitni celični liniji C8D1A, ki endogeno izraža LPHN1 in LPHN3. TCAP-
1 predstavlja C-končni del Ten1 in interagira z LPHN1 [47, 57], ki je zaenkrat edini 
znani receptor za TCAP-1 [47, 48], medtem ko interakcija z drugimi paralogi LPHN še 
ni bila raziskana. Preko LPHN lahko sproži signalizacijo s Ca2+ tudi ektodomena 
njihovega endogenega liganda Ten2. Ten2 namreč povzroči povišanje citosolne ravni 
Ca2+ v celicah NB2a, ki izražajo LPHN1 [55]. 
V naši študiji smo želeli preveriti vpliv mišje ektodomene Ten2 (mTen2) na 
znotrajcelično signalizacijo s Ca2+ v podganjih astrocitih v primarni kulturi. Rezultati 
niso pokazali porasta znotrajcelične koncentracije Ca2+ v astrocitih po draženju celic z 
ektodomeno mTen2, kar nakazuje na odsotnost signalizacije z Gq/11 pod danimi 
eksperimentalnimi pogoji. Še ena možnost za odsotnost porasta ravni Ca2+ bi bil časovni 
zamik v Ca2+-signalizaciji. Poskusi Vysokovega in sod. (2018) kažejo, da mutanta α-
LTX, ki ne tvori por v celične membrane, LTXN4C, v celicah NB2a preko LPHN1 sproži 
signalizacijo s Ca2+ šele po ~20 minutah od začetka draženja. To pa bi bilo lahko 
posledica počasnega sestavljanja protomerov CTF in NTF v receptorski kompleks [31, 
55]. Da bi preverili, če tudi pri nas ni bilo odziva zaradi časovnega zamika v Ca2+-
signalizaciji, bi lahko podaljšali čas beleženja ravni Ca2+ po draženju z mTen2 na >20 
minut. 
Po draženju celic z mTen2 smo opazili statistično značilen padec citosolne 
koncentracije Ca2+ glede na kontrolne poskuse, kar potrjuje hipotezo 1, da draženje celic 
z ektodomeno mTen2 vpliva na raven Ca2+ v astrocitih. Padec znotrajcelične 
koncentracije Ca2+  ~12 s po draženju doseže minimalno vrednost, nato sledi rahlo 
prehodno povečanje, ki pa v času snemanja ne doseže začetne bazalne ravni Ca2+ (slika 
6B–C). Znižanje koncentracije Ca2+ po draženju celic s 100 nM mTen2 in 300 nM 
mTen2 ima statistično značilno različno amplitudo in kumulativno spremembo 
znotrajcelične koncentracije Ca2+ glede na kontrolne poskuse (sliki 7 in 8). Statistično 
značilne razlike med padcema ravni Ca2+ po dodatku različnih koncentracij mTen2, 100 
nM in 300 nM, nismo zaznali, nakazuje pa se trend koncentracijske odvisnosti odziva. 
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V prihodnje bi bilo potrebno povečati število ponovitev vseh poskusov in preveriti, če je 
koncentracijska odvisnost padca ravni Ca2+ odsotna tudi po zmanjšanju standardnih 
napak. Poleg tega bi z dodatnimi meritvami lahko vključili v analizo rezultatov in 
njihovo statistično primerjavo še odziv na 30 nM mTen2 ter na kontrolni raztopini za 30 
nM in 100 nM mTen2, ki smo jih izločili ravno zaradi premajhnega števila opravljenih 
poskusov. Tako bi lahko tudi statistično primerjali rezultate poskusov z ustreznimi 
kontrolami. Ker smo pri celotnem sklopu meritev Ca2+ uporabljali astrocite enega 
osebka, bi naše poskuse nadgradili še z uporabo astrocitov izoliranih iz več podgan. S 
tem bi preverili, če so naši rezultati splošno veljavni in ne omejeni na en osebek. 
Kakšen je mehanizem znižanja znotrajcelične koncentracije Ca2+ z ektodomeno mTen2, 
ali vključuje LPHN, bi bilo v prihodnje potrebno še podrobneje raziskati. Podoben 
odziv je bil opažen poprej pri nesmrtnih mišjih hipotalamičnih nevronih N38 po 
draženju s TCAP-1 [57]. Ker je LPHN1 edini znani skupni receptor Ten2 in TCAP-1, bi 
bila aktivacija LPHN z mTen2 lahko odgovorna za znižanje znotrajcelične 
koncentracije Ca2+ v astrocitih. Po drugi strani naši rezultati ne potrjujejo aktivacije 
LPHN, njen pokazatelj bi bila sprememba v znotrajcelični ravni sekundarnih 
prenašalcev, ki je značilna za delovanje Gq/11-, Gs- in Gi/o-proteinov. V celicah N38 je 
bilo že izmerjeno znižanje znotrajcelične koncentracije cAMP po draženju s TCAP-1 
[63]. Medtem ko naše meritve ne kažejo za G-proteine značilne spremembe citosolne 
ravni Ca2+ in cAMP astrocitov (glej 5.2 Mišji tenevrin 2 ne vpliva na znotrajcelično 
koncentracijo cAMP v podganjih astrocitih v kulturi). V prihodnje bo tako smiselno 
preveriti, če mTen2 v astrocitih deluje preko LPHN in ne kakšnega drugega 
interakcijskega partnerja Ten. Med slednje uvrščamo na podlagi po večini indirektnih 
dokazov še distroglikane, integrine in pa Ten [45]. Najenostavnejši preizkus vpletenosti 
LPHN pa bi bila uporaba Ten2, ki ne veže LPHN, ob beleženju citosolne ravni Ca2+. 
Takšen Ten2 je bil tudi nedavno narejen in ima v osrednjem delu interakcijskega mesta 
z LPHN uvedena N-glikozilacijska mesta [28]. 
Zmanjšanje znotrajcelične koncentracije Ca2+ v astrocitih ob dodatku mTen2 bi bilo 
lahko povezano z inhibicijo konstitutivnega vstopa Ca2+ v citosol, po drugi strani bi 
mTen2 lahko spodbudil izvažanje znotrajceličnega Ca2+. Pri obeh možnostih mTen2 
učinkuje na prenos Ca2+ z zunajceličnim prostorom ali z znotrajceličnimi kompartmenti, 
saj je v membranah astrocitov vgnezdenih mnogo kanalov in črpalk, ki prenašajo Ca2+. 
Na površini astrocitov se nahajajo napetostno odvisni Ca2+-kanalčki, kanali Orai in 
kanali prehodnih receptorskih potencialov (TRP, angl. »transient receptor potential«). 
Ti prepuščajo Ca2+ v smeri elektrokemijskega gradienta v citosol. Prisotna sta tudi 
izmenjevalec Na+/Ca2+ (NCX, angl. »Na+/Ca2+ exchanger«) in plazmalemska Ca2+-
ATPaza (PMCA, angl. »plasmalemmal Ca2+-ATPase«). Za prenos Ca2+ med citosolom 
in ER skrbijo Ca2+-ATPaza sarko(endo)plazemskega retikuluma (SERCA, angl. 
»sarco(endo)plasmic reticulum Ca2+-ATPase«), kanal IP3R in rianodinski receptorji. V 
mitohondrijski notranji membrani celic so umeščeni mitohondrijski Ca2+-uniporter 
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(MCU, angl. »mitochondrial Ca2+ uniporter«), mitohondrijski NCX (mNCX) in 
izmenjevalec H+/Ca2+ (HCX, angl. »H+/Ca2+ exchanger«) [4, 64].  
Glede na neobjavljena opažanja naj bi pri nevronih N38 po draženju s TCAP-1 prišlo 
hkrati z znižanjem znotrajcelične koncentracije Ca2+ še do depolarizacije 
mitohondrijske membrane. Zato so raziskovalci predlagali, da TCAP-1 povzroči 
kopičenje Ca2+ v mitohondriju [57]. Najpreprostejše bi preverili vpletenost mitohondrija 
v zabeležen odziv pri astrocitih z merjenjem mitohondrijske koncentracije Ca2+; ta bi se 
v primeru kopičenja Ca2+ po dodatku mTen2 povišala. Za spremljanje dinamike Ca2+ v 
mitohondriju se pogosto uporablja rdeče barvilo Rhodamine-2 AM (Rhod-2 AM), ki se 
kot Fluo-4 AM prvotno nahaja v esterski obliki, to pa razgradijo endogene esteraze [65]. 
Težava Ca2+ barvil je citotoksičnost in da so kljub prehajanju v organel lahko vseeno 
prisotna v citosolu. Zato so bolj primerni gensko zapisani indikatorji, npr. senzorja 
GCaMP5 in GCaMP6, ki sta bila že uporabljena za spremljanje dinamike 
mitohondrijskega Ca2+ v primarni kulturi mišjih astrocitov [66, 67]. Medtem ko bi za 
bolj specifično določanje tarče mTen2 merili znotrajcelično raven Ca2+ pred in po 
draženju celic z mTen2 ob inhibiciji mitohondrijskih kanalov in izmenjevalcev; npr. ob 
inhibiciji kanala MCU z rutenijem 360. MCU je pora v kompleksu MCU in uvaža Ca2+ 
v kompartment. Pri nizkih koncentracijah Ca2+ je inhibirana s proteinoma MICU1 in 
MICU2 [66, 68]. Medtem ko pri porastu citosolne koncentracije Ca2+ pride do vezave 
Ca2+ na domeno EF-roke MICU1 in MICU2 ter konformacijske spremembe, ki omogoči 
prehod Ca2+ skozi poro [69]. Za razliko od MCU mNCX in HCX igrata pomembno 
vlogo pri izvažanju Ca2+ iz mitohondrija [68]. Prvi pri izvozu enega Ca2+ uvozi tri Na+, 
medtem ko naj bi HCX izmenjal dva H+  z enim Ca2+ [69]. Za njuno inhibicijo se 
pogosto uporabljata inhibitorja CGP37157 (mNCX) in rutenij rdeče (HCX). Vendar sta 
oba nespecifična; CGP37157 modulira še napetostno odvisne Ca2+-kanalčke, ATPazo 
SERCA in kanale, ki sodelujejo pri od znotrajceličnih zalog odvisnem vnosu 
zunajceličnega Ca2+ (SOCE, angl. »store-operated Ca2+ entry«) [70], rutenij rdeče pa 
med drugim blokira tudi MCU [71]. 
5.2 Mišji tenevrin 2 ne vpliva na znotrajcelično koncentracijo cAMP 
v podganjih astrocitih v kulturi 
Raziskave kažejo, da LPHN signalizirajo tudi preko Gs in Gi/o. LPHN1 naj bi se 
sklapljal z obema, LPHN3 pa z Gi/o [31, 45, 49–52]. Gs aktivira AC ter s tem povzroči 
porast cAMP, medtem ko je za Gi/o značilen obraten učinek –  padec citosolne 
koncentracije cAMP zaradi inhibicije AC [18]. Da aktivacija LPHN uravnava cAMP pa 
podpira tudi raziskava Li in sod. (2018), ki kaže, da interakcija Ten2 z LPHN1 in 
LPHN3, ki se nahajata na sosednji ali isti celici HEK293 kot Ten2, povzroči znižanje 
bazalne koncentracije cAMP [45]. Kljub temu naše meritve nakazujejo, da mTen2 ne 
vpliva na raven cAMP v astrocitih. Po draženju podganjih astrocitov v kulturi s 30 nM 
mTen2 in 100 nM mTen2 sicer pride do porasta znotrajcelične koncentracije cAMP, 
vendar povprečne amplitude, kumulativne spremembe in porasti hitrosti niso statistično 
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značilno različni od kontrolnih poskusov za 30 nM mTen2, pri katerih smo tudi zaznali 
dvig cAMP (sliki 12A-C in 13). Porasti bi bili lahko le odziv na mehansko draženje ob 
dodatku učinkovin. Dobljeni rezultati zavračajo hipotezo 1, da bi ektodomena mTen2 
lahko vplivala na raven cAMP v astrocitih. V prihodnje bo smiselno opraviti več 
meritev cAMP in s tem zmanjšati standardne napake, ki bi bile lahko odgovorne za 
odsotnost razlike med poskusi z mTen2 in kontrolnimi poskusi. 
Možno je, da je raven izražanja LPHN v astrocitih v kulturi prenizka, da bi opazili 
spremembe v znotrajcelični koncentraciji cAMP in povišanje ravni Ca2+ po draženju 
celic z mTen2. Zato bi bilo zanimivo preveriti, kako draženje z mTen2 vpliva na raven 
cAMP in Ca2+ v astrocitih, ki bi jih izpostavili patološkim dejavnikom, s čimer bi 
povzročili reaktivacijo astrocitov in povečano izražanje LPHN na njihovi površini. V 
podganjih astrocitih cerebralnega korteksa se je namreč imunoreaktivnost na LPHN 
pokazala šele po izvedeni leziji z iglo in reaktivaciji astrocitov. Reaktivni astrociti so 
bili po mehanski poškodbi z iglo močno imunoreaktivni na LPHN1, srednje močno na 
LPHN3 ter blago imunoreaktivni na LPHN2 [43]. Reaktivacijo astrocitov in vitro pa bi 
lahko sprožili z nekaterimi citokini (npr. IL-1β in TNF-α) [72], ter z mehansko 
poškodbo kulture – npr. s poškodbo s praskanjem (angl. »scratch wound«) [73, 74]. 
5.3 Mišji tenevrin 2 zniža raven citosolne Ca2+-vzdražnosti z 
noradrenalinom v podganjih astrocitih v kulturi  
V diplomski nalogi nas je zanimalo tudi, kako aktivacija astrocitov z mTen2 vpliva na 
njihovo vzdražnost po dodatku NA, ki aktivira adrenergične GPCR. Pokazali smo 
statistično značilno manjši z NA-izzvan porast znotrajcelične koncentracije Ca2+ pri 
poskusih, kjer smo celice predhodno dražili z mTen2 (300 nM) v primerjavi s 
kontrolnimi poskusi (sliki 9 in 10). Naši rezultati kažejo, da draženje astrocitov z 
ektodomeno mTen2 zmanjša z NA-posredovano Ca2+-vzdražnost astrocitov, kar 
potrjuje hipotezo 2. 
Zmanjšana vzdražnosti bi bila lahko povezana z znižano znotrajcelično koncentracijo 
Ca2+ zaradi predhodnega draženja z mTen2. Bazalna raven Ca2+ astrocitov se nahaja v 
koncentracijskem območju, kjer naj bi znižanje citosolne koncentracije Ca2+ zmanjšalo 
verjetnost odprtja IP3R po aktivaciji z IP3 [4, 75, 76]. Tako bi se lahko potencialno 
zaradi znižanja znotrajcelične koncentracije Ca2+ z mTen2 po aktivaciji AR zmanjšal 
prenos Ca2+ skozi IP3R iz znotrajceličnih zalog v citosol, kar bi lahko znižalo amplitudo 
porasta Ca2+. Vplivu predhodnega znižanja znotrajcelične koncentracije Ca2+ zaradi 
draženja astrocitov z mTen2 na opaženo zmanjšanje z NA-posredovane Ca2+-
vzdražnosti pa nasprotuje raziskava King-ove in sod. (2020). Ta nakazuje, da pri 
hipokampalnih astrocitih v akutni rezini možganov na področjih celic z nižjo bazalno 
ravnjo citosolnega Ca2+ draženje z agonistom α1-AR (fenilefrinom), z agonistom 
metabotropnih glutamatnih receptorjev skupine I (dihidroksifenilglicinom, DHPG) ali z 
agonistom purinergičnih receptorjev (ATP) povzroči višjo amplitudo Ca2+-signala glede 
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na področja celic z višjo bazalno ravnjo citosolnega Ca2+. Poleg tega je raziskovalna 
skupina pokazala, da se amplitude z DHPG-izzvanih Ca2+-signalov v hipokampalnih 
astrocitih povečajo po znižanju citosolne ravni Ca2+ s Ca2+-kelatorjem diazo-2 [77]. 
Mehanizem delovanja mTen2 na Ca2+-vzdražnost bo tako v prihodnje potrebno še 
natančneje raziskati. 
Preverili smo tudi vpliv mTen2 (30 nM) na porast znotrajcelične koncentracije cAMP 
po dodatku NA. Za razliko od meritev Ca2+ smo ugotovili, da ne obstaja statistično 
značilna razlika v znotrajcelični koncentraciji cAMP po dodatku NA med kontrolnimi 
celicami in celicami, ki smo jih predhodno dražili s 30 nM mTen2 (slika 14). To kaže, 









Na površini astrocitov se nahajajo mnogi GPCR, prisotni naj bi bili tudi aGPCR, kot so 
LPHN. Le-ti se sklapljajo z glavnimi tremi družinami G-proteinov, Gq/11, Gs in Gi/o. 
Tako povzročijo sproščanje zalog Ca2+ iz ER v citosol ter aktivacijo ali inhibicijo AC, 
kar povzroči porast ali znižanje znotrajcelične koncentracije cAMP. Ker o delovanju 
LPHN v astrocitih ne vemo veliko, je bil cilj diplomske naloge raziskati, kakšen učinek 
na znotrajcelično raven cAMP in Ca2+ ima draženje podganjih astrocitov v primarni 
kulturi z različnimi koncentracijami ektodomene latrofilinskega liganda mTen2. Opazili 
smo, da draženje astrocitov z mTen2 povzroči padec v znotrajcelični koncentraciji Ca2+, 
medtem ko na znotrajcelično raven cAMP ne vpliva. Poleg tega naši rezultati kažejo, da 
predhodno draženje astrocitov z mTen2 povzroči manjši z NA-izzvan porast v 
znotrajcelični koncentraciji Ca2+ glede na kontrolne poskuse, kjer celic nismo 
predhodno dražili z mTen2. V nadaljnjem bo potrebno natančneje raziskati mehanizem 
zmanjšanja z NA-posredovane Ca2+-vzdražnosti astrocitov. Poleg tega bi bilo potrebno 
povečati število vseh neodvisnih poskusov ob uporabi različnih podganjih osebkov. S 
tem bi zmanjšali standardne napake, vključili več meritev v analizo in v statistično 
primerjavo ter preverili splošno veljavnost rezultatov. 
Razlogov, zakaj nismo zaznali za Gq/11-, Gs- ali Gi/o-proteine značilne spremembe 
znotrajcelične koncentracije Ca2+ in cAMP bi bilo lahko več. Lahko bi bilo na površini 
prisotnih premalo LPHN, kar bi v prihodnje preverili tako, da bi astrocite izpostavili 
patološkim dejavnikom (npr. izzvali bi mehansko poškodbo kulture s praskanjem ali pa 
bi astrocite dražili s citokini (IL-1β in TNF-α), ki bi poustvarili reaktivacijo astrocitov 
značilno za patološka stanja in vivo. S tem bi povečali raven izražanja LPHN na 
površini celic. Še en možen vzrok za odsotnost porasta znotrajcelične koncentracije 
Ca2+ pa je, da se kot po draženju celic NB2a, ki izražajo LPHN1, z LTXN4C Ca2+-
signalizacija pojavi s časovnim zamikom. Da bi zaznali Ca2+-odzive na mTen2, ki so se 
morda pojavili s časovnim zamikom, bi podaljšali čas beleženja Ca2+ po draženju 
astrocitov z mTen2 na >20 minut. 
Znižanje ravni Ca2+ je bilo že opaženo poprej pri nevronih N38, a po draženju celic z 
drugim interakcijskim partnerjem LPHN1; TCAP-1. Ali je v astrocitih padec v 
znotrajcelični koncentraciji Ca2+ po dodatku mTen2 posledica vezave mTen2 na LPHN 
na površini astrocitov, bo potrebno v prihodnje raziskati. Najpreprostejše bo to storiti z 
mutanto ektodomene Ten2, ki z LPHN ne interagira.  
Na podlagi dela raziskovalcev, ki so opazili hkratno znižanje znotrajcelične 
koncentracije Ca2+ in mitohondrijsko depolarizacijo pri nevronih N38 po draženju s 
TCAP-1, je možen vzrok za znižanje znotrajcelične koncentracije Ca2+ po draženju z 
mTen2 kopičenje Ca2+ v mitohondriju. To bi lahko v prihodnje preverili z uporabo 
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